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I.  EINLEITUNG 
Der Diagnostik von Schilddrüsenerkrankungen kommt eine große Bedeutung in  
der Kleintiermedizin zu. Als erster diagnostischer Schritt hat sich in der Regel die 
Bestimmung des Gesamt-Thyroxins (T4) etabliert (CHASTAIN, 1982; 
PETERSON et al., 1983; FERGUSON, 1984; PETERSON, 1984). Es kann mit 
relativ einfachen Methoden aus einer Serumprobe bestimmt werden und kann erste 
Hinweise auf eine Störung des Hormonhaushaltes der Schilddrüse geben. 
Die Hypothyreose ist eine häufige endokrinologische Störung beim Hund 
(NACHREINER und REFSAL, 1992; PETERSON et al., 1997; FERGUSON, 
2007). Die Bestimmung des Gesamt-T4 wird meistens zum Ausschluss einer 
Hypothyreose oder zur Therapiekontrolle bei Substitution mit Schild-
drüsenhormonen verwendet (NACHREINER und REFSAL, 1992; PETERSON et 
al., 1997; KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). In Fällen, in denen 
erniedrigte T4-Konzentrationen vorhanden sind, erfordert die Diagnose einer 
Hypothyreose jedoch die Bestimmung weiterer Hormone, wie das Thyreoidea-
stimulierende Hormon (TSH) oder das freie Thyroxin (fT4) (CHASTAIN, 1982; 
BEALE, 1990; KEMPPAINEN und BEHREND, 2001; FERGUSON, 2007). 
Bei älteren Katzen stellt die Hyperthyreose eine sehr häufige Erkrankung dar. In 
der Regel reicht die Feststellung einer erhöhten T4-Konzentration zur Diagnose 
aus, wenn ein entsprechender klinischer Verdacht besteht (PETERSON et al., 1983; 
1987; PETERSON, 2013). Bei Konzentrationen im oberen Referenzbereich müssen 
zur Diagnosestellung weitere Hormone wie das fT4 und das endogene TSH 
eingeleitet werden (GRAVES und PETERSON, 1994; PETERSON et al., 2015).  
Ziel dieser Studie war es, einen enzyme-linked fluorescence assay 
(enzymgebundenen Fluoreszenz-Assay, ELFA) zur Bestimmung von caninem und 
felinem T4 als In-house-Methode prospektiv zu evaluieren. Die neue Methode 
wurde mit einem etablierten enzyme immunoassay (Enzym-Immunassay, EIA) 
verglichen. Da bisher mehrere Methoden zur Messung von caninem und felinem 
T4 validiert wurden und es keinen Goldstandard gibt, wurden die Ergebnisse beider 
Nachweismethoden mit einer klinisch-labordiagnostischen Einschätzung überprüft. 
Zusätzlich wurden Referenzbereiche für die neue Methode etabliert.
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II.   LITERATURÜBERSICHT 
1. Immuntechnologische Möglichkeiten zur Messung des 
Gesamt-Thyroxins 
Die Immunoassay-Technik basiert auf dem Prinzip einer Antigen-Antikörper-
Reaktion. Die Antikörper besitzen eine hohe Affinität zu spezifischen Antigenen  
und können mit ihren Bindungsstellen, den Paratopen, an die spezifischen 
Bindungsstellen der Antigene, den Epitopen, binden. Man unterscheidet dabei 
zwischen polyklonalen Antikörpern, die an mehreren verschiedenen Epitopen 
binden können und dadurch etwas unspezifischer sind, und monoklonalen 
Antikörpern, deren Paratope nur an ein einziges Epitop binden und dadurch 
hochspezifisch Bindungen eingehen. Dies kann man sich zu Nutzen machen, um 
entweder spezifische Antikörper oder eben die von ihnen gebundenen Antigene 
bspw. im Blut von Säugetieren nachzuweisen. Die Antikörper oder Antigene 
werden zu  diesem Zweck markiert, um ihren Anteil an den Antigen-Antikörper-
Komplexen zu bestimmen. Zur Markierung können radioaktive oder 
Chemilumineszenz-erzeugende Substanzen sowie Enzyme verwendet werden. Je 
nach verwendetem Marker wird das Immunoassay-System entsprechend benannt. 
Im Folgenden sollen die bisher kommerziell erhältlichen Immunoassay-Tests 
vorgestellt werden, die bei der Bestimmung des Gesamt-Thyroxins im Blut von 
Hunden und Katzen eingesetzt werden können und auf unterschiedlichen 
Immunoassay-Systemen basieren. 
1.1. Radio-Immunassay 
Der Radio-Immunassay (RIA) war einer der ersten Assays, der zur Bestimmung 
von Blutbestandteilen mit sehr niedriger Konzentration eingesetzt wurde 
(BERSON und YALOW, 1959; YALOW und BERSON, 1959; DODEIGNE et al., 
2000). Yalow und Berson beschrieben erstmals die Nutzung eines mit radioaktivem 
Iod131 markierten Insulins zu Diagnosezwecken. Sie hatten herausgefunden, dass es 
eine starke Kreuz-Reaktivität zwischen humanem Insulin und aus 
Meerschweinchen gewonnenen Anti-Insulin-Antikörpern gab. Durch Zugabe von 
Anti-Insulin-Antikörpern und einer definierten Menge radioaktiv markierten 
Insulins zu einer Patientenprobe gelang es ihnen, die in der Patientenprobe 
vorhandene Insulinkonzentration zu quantifizieren (YALOW und BERSON, 1959; 
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LEQUIN, 2005). Die Nutzung radioaktiv markierter Antikörper zur Bestimmung 
von Insulin in humanen Serumproben wurde 1968 erstmals beschrieben (MILES 
und HALES, 1968; LEQUIN, 2005). Eine weitere Anwendungsmöglichkeit stellte 
die Messung von Schilddrüsenhormonen in der Human- und später auch in der 
Tiermedizin dar (KYZAR et al., 1972; ANDERSON und BROWN, 1979; 
BELSHAW, 1979; NESBITT et al., 1980; REIMERS et al., 1981). Es handelte sich 
hierbei um eine einfache sowie sensitive Methode (BELSHAW, 1979; SINGH et 
al., 1997; LURYE et al., 2002). Die Erforderlichkeit radioaktiver Isotope hat jedoch 
zur Folge, eine Genehmigung für deren Umgang, spezielle Lagerräume und 
Sicherheitsvorkehrungen besitzen zu müssen (SINGH et al., 1997; LURYE et al., 
2002). Ebenfalls wird eine lückenlose Dokumentation über den Einsatz und den 
Verbleib der Isotope gefordert, was hohe Anwendungskosten mit sich bringt 
(SINGH et al., 1997; LURYE et al., 2002). Außerdem stehen bei der Verwendung 
radioaktiver Materialien mögliche Gesundheitsrisiken, Entsorgungsprobleme und 
auch die kurze Halbwertszeit der Isotope zur Diskussion (DODEIGNE et al., 2000; 
LEQUIN, 2005). Zu Beginn des Einsatzes der RIAs mussten die einzelnen 
Komponenten wie Pufferlösung, Antiserum, Standard- und Kontrollproben sowie 
T4-freies Plasma von den Laboren selber hergestellt werden (ANDERSON und 
BROWN, 1979; BELSHAW, 1979). Mit dem Aufkommen kommerziell 
erhältlicher Untersuchungs-Kits wurde die Handhabung des RIA deutlich 
erleichtert (REIMERS et al., 1981; KEMPPAINEN und SARTIN, 1984). Aufgrund 
sehr guter Werte von Präzision und Linearität wurde der RIA lange Zeit als 
Referenzmethode (KEMPPAINEN und SARTIN, 1984; ECKERSALL et al., 1991; 
PETERSON et al., 1994; 1997; SINGH et al., 1997; HORNEY et al., 1999; LURYE 
et al., 2002) oder gar als der Goldstandard für die T4-Bestimmung bezeichnet 
(GERBER et al., 1994; LURYE et al., 2002; PETERSON, 2006). 
Ein RIA zur Messung von T4 basiert im Allgemeinen auf einem Festphasensystem 
mit Anti-T4-Antikörper-beschichteten Röhrchen. Mit radioaktivem Iod (zuerst 131I, 
später das wesentlich weniger stark strahlende 125I) markiertes T4 konkurriert 
während einer vorgegebenen Zeit bei Raumtemperatur (15 – 28°C) mit dem T4 im 
Patientenserum um die Bindungsstellen an den spezifischen Anti-T4-Antikörpern. 
Durch Zugabe von 8-Anilino-1-Naphthalin-Schwefelsäure (ANS) wird die 
Bindung des T4 an das Thyroxin-bindende Globulin (TBG) im Serum verhindert 
und steht somit zur Bindung an die spezifischen Antikörper zur Verfügung. Nach 
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dem Dekantieren der Röhrchen werden diese ausgespült und anschließend im 
Gammacounter für eine Minute gemessen. Zur Qualitätssicherung empfehlen die 
Hersteller, bei jedem Testansatz eine Reihe von Kalibrierungsröhrchen (bis zu 
sieben Stück) mit anzusetzen und auszumessen. In den Kalibrierungsröhrchen 
kommen Kalibrierungslösungen mit bekannter T4-Konzentration in aufsteigender 
Reihe zum Einsatz. Anhand der Counts der einzelnen Kalibrierungsröhrchen kann 
eine Standardkurve erstellt werden. Durch den Abgleich der Counts der Röhrchen 
mit Patientenserum mit der Standardkurve kann so die T4-Konzentration in der 
untersuchten Probe abgelesen werden. Dies erfolgte früher durch Erstellung der 
Standardkurve per Hand und heute durch ein Computerprogramm.  
Bis in die späten 1990er Jahre wurden zur Überprüfung der Übereinstimmung 
zweier Messmethoden hauptsächlich die Parallelität der Inhibitionskurven von 
tierischem T4 und der Kurven von humanem T4 sowie der Korrelationskoeffizient 
ausgewertet (LARSSON und LUMSDEN, 1980; REIMERS et al., 1991; JENSEN 
et al., 1992; PETERSON et al., 1994; SINGH et al., 1997; HORNEY et al., 1999). 
Im Nachfolgenden sollen die erste tiermedizinische Validierungsstudie sowie die 
am häufigsten eingesetzten RIA-Systeme vorgestellt werden.  
1.1.1. Autopak-System beim Hund 
REIMERS und Mitarbeiter (1981) führten mit dem Autopak-System (Micromedic 
Systems, Horsham, Pennsylvania, Vereinigte Staaten von Amerika) die erste Studie 
für den Einsatz eines kommerziell erhältlichen RIA aus der Humanmedizin bei 
Tieren durch und beanspruchten den Status einer Validierungsstudie (REIMERS et 
al., 1981). Sie legten bereits großen Wert auf die Tatsache, dass ein Gerät für die 
Nutzung bei einer anderen Spezies für diese auch validiert werden sollte und führten 
an, dass einige Wissenschaftler dies nicht getan hätten und deren Ergebnisse daher 
nur experimenteller Natur seien (REIMERS et al., 1981). 
Um die Sensitivität des Autopak-Systems zu steigern, passten sie das Testprotokoll 
an, indem sie die Humanstandards (sieben Stufen von 0 bis 32 µg/dl) und auch die 
zwei Qualitätssicherungs-Proben (Humanserum mit bekannten T4-
Konzentrationen) jeweils im Verhältnis 1:5 mit destilliertem Wasser verdünnten. 
Jeweils 20 µl der Standards und der zu untersuchenden Probe wurden im 
Doppelansatz mit je 100 µl der radioaktiv markierten Reagenzlösung und 880 µl 
Puffer in die beschichteten Reagenzröhrchen gegeben und 1 Stunde (h) bei 37°C 
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inkubiert. Danach wurden die Röhrchen entleert und mit destilliertem Wasser 
ausgespült, um etwaige Reste der Reagenzflüssigkeit zu entfernen und die 
Röhrchen im Gammacounter messen zu können. 
Die Anzahl der Tiere oder der untersuchten Serumproben in der Studie wurde nicht 
angegeben. Zur Bestimmung der Variationskoeffizienten (VK) wurden Serumpools 
mit niedrigen, normalen und hohen T4-Werten gebildet. Für die Bestimmung der 
Intra-Assay-Präzision wurden zehn Wiederholungsmessungen von Einzelproben 
im selben Ansatz herangezogen. Der genaue Zeitraum, über welchen diese zehn 
Messungen durchgeführt wurden, wird nicht angegeben. Die Ergebnisse lagen 
zwischen 4,0 und 16,4 %, wobei letzterer für den Serumpool mit niedrigen T4-
Konzentrationen berechnet wurde. Für die Inter-Assay-Präzision wurden aus einer 
Probe  20 Aliquots gebildet und diese in jeweils einem neuen Ansatz gemessen. Der 
genaue Zeitraum, in welchem die Messungen durchgeführt wurden, wird ebenfalls 
nicht angegeben. Hier lagen die Ergebnisse zwischen 5,8 und 7,5 %. Die 
Wiederfindungsrate wurde bestimmt, indem zum 0-Standard jeweils verschiedene 
Mengen an T4 hinzugegeben und diese dann gemessen wurden. Nahezu 100 % der 
hinzugefügten Mengen an T4 konnten richtig gemessen werden, die untere 
Nachweisgrenze wurde mit 0,17 µg/dl berechnet. Zur Bestimmung der Spezifität 
wurden Inhibitionskurven erstellt, für welche sowohl die Standards und 
Qualitätssicherungsproben des Tests als auch Serumproben mit verschiedenen 
Mengen an T4 in absteigenden Verdünnungsstufen gemessen und die Ergebnisse 
grafisch miteinander verglichen wurden. Aus dem parallelen Verlauf dieser Kurven 
wurde abgeleitet, dass sowohl die in den Standards als auch die in den caninen 
Serumproben vorhandenen Bestandteile in gleichem Maße an die radioaktiv 
markierten Antikörper binden. Gleichzeitig bewiesen die Autoren somit, dass die 
Antikörper sowohl humanes als auch canines T4 binden. Zusätzlich wurde die 
Kreuzreaktivität zwischen T4 und strukturell ähnlichen Blutbestandteilen 
(inklusive Triiodthyronin, T3) untersucht, jedoch keine nennenswerte 
Kreuzreaktivität (< 0,1 %) festgestellt. Zur qualitativen Feststellung der Spezifität 
wurden zwölf Hunden jeweils 5 Internationale Einheiten (IU) TSH injiziert und vor 
sowie 4 h nach der Injektion Blut abgenommen. Bei allen Proben konnte ein 
Anstieg der T4-Konzentration nach TSH-Gabe gemessen werden.  
Diese Ergebnisse veranlassten die Autoren, den RIA als valide für die Bestimmung 
von T4 in Hundeserum zu bezeichnen (REIMERS et al., 1981). 
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1.1.2. Autopak-System bei der Katze 
Die feline Hyperthyreose ist eine sehr häufige Erkrankung vor allem älterer Katzen  
(GERBER et al., 1994; SHIEL und MOONEY, 2007), deren Prävalenz weiter 
ansteigt (RUTLAND et al., 2009; MCLEAN et al., 2014; KOHLER et al., 2016). 
Seit der Erstbeschreibung durch PETERSON und Mitarbeiter (1979) nahm das 
Interesse an der felinen Hyperthyreose stetig zu und die erhältlichen Testsysteme 
wurden ebenfalls zur Bestimmung von felinem T4 verwendet (REIMERS et al., 
1981; PETERSON et al., 1983; KENNEDY und THODAY, 1984).  
REIMERS und Mitarbeiter (1981) analysierten auch Katzenserum auf dem 
Autopak-System. Die genaue Anzahl der untersuchten Tiere wird, wie beim Hund, 
ebenfalls nicht angegeben. Der VK und die Wiederfindungsrate wurden nur für 
canines, nicht aber für felines T4 bestimmt. Die Bestimmung der Spezifität erfolgte 
durch die Erstellung von Inhibitionskurven, für welche sowohl die Standard- und 
Qualitätssicherungsproben des Tests als auch Serumproben mit verschiedenen T4-
Konzentrationen in Verdünnungsstufen gemessen und die Ergebnisse grafisch 
aufgezeichnet wurden. Aus dem ebenfalls parallelen Verlauf dieser Kurven wurde 
abgeleitet, dass sowohl die in den Standards als auch die in den felinen 
Serumproben vorhandenen Bestandteile in gleichem Maße an die radioaktiv 
markierten Antikörper binden. Gleichzeitig bewiesen die Autoren somit, dass die 
Antikörper neben humanem und caninem T4 ebenfalls felines T4 binden 
(REIMERS et al., 1981). Zur qualitativen Feststellung der Spezifität wurden sieben 
Katzen jeweils 3 IU TSH injiziert und vor sowie nach der Injektion Blut 
abgenommen. Bei allen Proben konnte, wie beim Hund, ein Anstieg der T4-
Konzentration nach TSH-Gabe gemessen werden. Bei zwei Katzen wurde 
untersucht, wie sich eine Thyroidektomie auf die im Serum zu messende T4-
Konzentration auswirkt. Dazu wurde den beiden Katzen vor sowie 30 Minuten 
(min), 60 min, 90 min, 120 min und 24 h nach dem Eingriff Blut abgenommen und 
jeweils die aktuelle T4-Konzentration bestimmt. Diese war nach 24 h bei beiden 
Katzen auf < 0,5 µg/dl abgesunken (REIMERS et al., 1981). 
Auch diese Ergebnisse veranlassten die Autoren, den RIA als valide für die 
Bestimmung von T4 in Katzenserum zu bezeichnen (REIMERS et al., 1981). 
1.1.3. Coat-A-Count® Total T4 beim Hund 
Der erste kommerziell erhältliche RIA-Untersuchungs-Kit zur T4-Bestimmung 
II. Literaturübersicht                                                                                                                            7 
stammte aus der Humanmedizin (Coat-A-Count® Total T4, Diagnostic Products 
Corp., Los Angeles, Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika). In diesem Kit 
wurden in zwei unbeschichteten Röhrchen (T-Röhrchen) die Gesamtcounts pro 
Minute des 125I-markierten T4 gemessen, in weiteren beschichteten Röhrchen 
kamen Kalibrierungslösungen mit bekannter T4-Konzentration (in sechs 
Konzentrationsstufen von 0 bis 24 µg/dl) zum Einsatz. Für jeden Ansatz wurden 
pro Kalibrierungsröhrchen je 25 µl Kalibrierungslösung sowie je 1 ml der Lösung 
mit dem 125I-markierten T4 benötigt. Eine Ausnahme bildeten die T-Röhrchen, 
welche ohne Kalibrierungslösung angesetzt wurden. Ebenfalls je 25 µl der zu 
untersuchenden Serumproben wurden in zusätzliche, antikörperbeschichtete 
Röhrchen pipettiert und nach Zugabe von 1 ml der Lösung mit dem 125I-markierten 
T4 zusammen mit den Kalibrierungsröhrchen prozessiert. Im Anschluss wurde die 
Radioaktivität in allen Röhrchen gemessen. Mit Hilfe der Messwerte der T-
Röhrchen und der Röhrchen mit Kalibrierungslösung konnte die Standardkurve 
erstellt werden. Der Zielbereich für diesen Test lag zwischen 4,5 und 12,5 µg/dl 
und damit eigentlich oberhalb des für den Hund interessanten Bereichs, der 
zwischen 0,8 und 4,5 µg/dl liegt. Dennoch wurde dieser Test bei diversen Studien 
beim Hund eingesetzt. Die erste Erwähnung dieses Tests in der Tiermedizin findet 
sich in einer Studie von KEMPPAINEN und SARTIN (1984). Sie bedienten sich, 
wie später auch die Autoren anderer Studien, dem Vergleichsprinzip von 
REIMERS und Mitarbeitern (1981), um dieses System zu validieren. 
KEMPPAINEN und SARTIN (1984) gaben die Intra-Assay-Präzision mit 
„ca. 5 %“ und die Inter-Assay-Präzision mit „ca. 10 %“ an. Die untere 
Nachweisgrenze wurde mit 1,9 nmol/l (0,14 µg/dl) berechnet. Die 
Inhibitionskurven mit absteigenden Konzentrationen wurden aus einem caninen 
Serumpool erstellt und die Steigung mit derjenigen, die für Inhibitionskurven aus 
der Standardlösung erstellt wurde, verglichen. Sie wurde als „ähnliche Kurve mit 
einem P-Wert von > 0,05“ angegeben. Der Korrelationskoeffizient beider Kurven 
wurde mit r = 0,99 angegeben. Die Kreuzreaktivität blieb bei allen untersuchten 
Substanzen unter 2,5 % (KEMPPAINEN und SARTIN, 1984). 
Basierend auf diesen Ergebnissen bezeichneten unter anderem KEMPPAINEN und 
SARTIN (1984), SINGH und Mitarbeiter (1997), HORNEY und Mitarbeiter (1999) 
und LYRIE und Mitarbeiter (2002) den Coat-A-Count® als „validierte 
Standardmethode“. Dies wurde auch von KEMPPAINEN und BIRCHFIELD 
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(2006) so angegeben. Sie untersuchten, ob es einen Unterschied in den 
Messergebnissen bei vier in der Tiermedizin eingesetzten T4-Messmethoden gibt 
(KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Die neben dem Coat-A-Count® Total 
T4 eingesetzten Systeme waren der Coat-A-Count® Canine T4 (Diagnostic 
Products Corp., Los Angeles, Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika), der 
Immulite® Total T4 (Diagnostic Products Corp., Los Angeles, Kalifornien, 
Vereinigte Staaten von Amerika) sowie der Snap® T4 Test (Idexx Laboratories, 
Westbrook, Maine, Vereinigte Staaten von Amerika). KEMPPAINEN und 
BIRCHFIELD (2006) verwendeten Serumproben von 98 Hunden in ihrer Studie. 
Von den Hunden wurden 41 Tiere wegen des klinischen Verdachts einer 
Hypothyreose und 39 zur Kontrolle der Substitutionstherapie mit Thyroxin 
untersucht. Der Grund der Untersuchung der restlichen 18 Serumproben war 
unbekannt (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Die Serumproben waren 
zur Analyse auf dem Coat-A-Count® Total T4 an ein Labor verschickt worden. 
Die Korrelationskoeffizienten der einzelnen Methoden untereinander lagen 
zwischen 0,91 und 0,95 (Tabelle 1). Bei visueller Betrachtung der 
Regressionsgeraden wurde deutlich, dass bei niedrigen bis mittleren T4-
Konzentrationen (bis etwa 4 µg/dl) eine gute Übereinstimmung aller vier 
Messmethoden vorlag, danach wichen die Messergebnisse allerdings stark 
voneinander ab (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Die Bland-Altmann 
Plots verdeutlichten dies. Sie wurden angefertigt, indem die Differenz der 
Messwerte zweier Messmethoden auf die y-Achse und der Mittelwert der 
Messwerte auf die x-Achse aufgetragen wurden. Bei T4-Konzentrationen über 
4 µg/dl lagen höhere Abweichungen zwischen allen Messergebnissen vor als 
darunter, und zwar um bis zu 3 µg/dl (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). 
Das mittlere Bias lag für alle Messmethoden bei „etwa 0“. KEMPPAINEN und 
BIRCHFIELD (2006) hatten drei verschiedene Probenpools gebildet, diese 
umfassten eine nicht näher bezeichnete Anzahl an Proben mit niedrigen 
(0,8 – 1,5  µg/dl, Pool 1), normalen (2 – 4 µg/dl, Pool 2) und erhöhten (5 – 7 µg/dl, 
Pool 3) T4-Konzentrationen. Die Autoren gaben für den Coat-A-Count 
differenziertere VK an als KEMPPAINEN und SARTIN (1984), und zwar für die 
Intra-Assay-Präzision 13 % für Pool 1, 11 % für Pool 2 und 9 % für Pool 3, sowie 
Inter-Assay-Präzision von 21 %, 9 % und 7 % für die Pools 1,2 und 3 
(KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Vor allem die hohe Inter-Assay-
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Präzision von 21 % fällt aus der Reihe, sie wurde jedoch von den Autoren nicht 
weiter kommentiert. Der Referenzbereich für den Coat-A-Count® Total T4 wurde 
vom Labor mit 1,3 – 4,0 µg/dl angegeben Die untere Nachweisgrenze lag bei 
0,25 µg/dl (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006).  
1.1.4. Coat-A-Count® Total T4 bei der Katze 
PETERSON und Mitarbeiter (1994) haben für ihre Untersuchung zum Einsatz des 
Thyrotropin-releasing Hormon (TRH) – Stimulationstests zur Diagnose einer 
„milden“ Hyperthyreose der Katze auf dem Coat-A-Count® Total T4 auch die 
Messung von humanem und felinem T4 verglichen. Sie berechneten mittels 
Regressionsanalyse einen Korrelationskoeffizienten von r = 0,99 (PETERSON et 
al., 1994). Zur Bestimmung von Intra- und Inter-Assay-Präzision für felines T4 
wurden auch hier Poolproben mit nicht näher definierten „normalen bis leicht 
erhöhten T4-Konzentrationen“ eingesetzt, die Werte waren 8,3 % bzw. 8,4 %. Die 
untere Nachweisgrenze lag bei 2,5 nmol/l (0,19 µg/dl). Ebenfalls wurden 
Inhibitionskurven aus Verdünnungsreihen der Humanstandards und der felinen 
Serumproben erstellt und der Verlauf dieser Kurven analysiert. Die Steigung der 
Linearitätsgeraden verlief für Katzenproben parallel zur Steigung der 
Standardkurve (PETERSON et al., 1994). Aufgrund der Werte für Präzision und 
Korrelationskoeffizient wurde der Coat-A-Count® Total T4 später als validiert für 
den Einsatz bei Katzen angesehen (PETERSON et al., 2001). 
KEMPPAINEN und BIRCHFIELD (2006) untersuchten auch feline Serumproben 
in ihrer oben beschriebenen Studie. Es wurden Proben von 100 Katzen analysiert. 
Von den Katzen wurden 64 Tiere wegen des klinischen Verdachts auf das 
Vorliegen einer Hyperthyreose und 17 zur Kontrolle der Therapie mit Methimazol 
untersucht. Der Grund der Untersuchung der restlichen 19 Serumproben war 
unbekannt (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Die Serumproben waren 
zur Analyse auf dem Coat-A-Count® Total T4 ebenfalls an ein Labor verschickt 
worden.  
Die Korrelationskoeffizienten der einzelnen Methoden untereinander lagen 
zwischen 0,93 und 0,97 (Tabelle 1). Bei visueller Betrachtung der 
Regressionsgeraden wurde deutlich, dass bei niedrigen bis mittleren T4-
Konzentrationen (bis etwa 4 µg/dl) eine gute Übereinstimmung aller vier 
Messmethoden vorlag, danach wichen die Messergebnisse allerdings ebenfalls 
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voneinander ab, wobei die Abweichungen geringer waren als beim Hund 
(KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Die Bland-Altmann Plots wurden 
angefertigt, indem die Differenz der Messwerte zweier Messmethoden auf die y-
Achse und der Mittelwert der Messwerte auf die x-Achse aufgetragen wurden. Sie 
verdeutlichten, dass bei T4-Konzentrationen über 4 µg/dl höhere Abweichungen 
zwischen allen Messergebnissen vorlagen als darunter, und zwar um bis zu 3 µg/dl 
(KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Das mittlere Bias lag für alle 
Messmethoden bei „etwa 0“ (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Der 
Referenzbereich wurde vom Labor mit 1,0 – 5,0 µg/dl für die Katze angegeben. 
Eigene Untersuchungen zum VK oder der unteren Nachweisgrenze wurden für die 
Katze nicht durchgeführt (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006).  
1.1.5. Coat-A-Count® Canine T4 beim Hund 
Da der Zielbereich des Coat-A-Count®, wie bereits erwähnt, mit 4,5 – 12,5 µg/dl 
oberhalb des für den Hund interessanten Bereichs von 0,8 – 4,5 µg/dl liegt, wurde 
später ein RIA speziell für den Hund entwickelt (Coat-A-Count® Canine T4, 
Diagnostic Products, Los Angeles, Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika) 
und verwendet (PETERSON et al., 1997; KANTROWITZ et al., 2001). Im 
Wesentlichen unterschied er sich durch die Anwendung eines anderen 
Konzentrationsbereiches, welcher sich in den Standards (sieben 
Konzentrationsstufen von 0 bis 15 µg/dl) wiederfand. Das restliche Testprotokoll 
wurde unverändert übernommen. 
Der Hersteller gab für den Coat-A-Count® Canine T4 folgende Eigenschaften an: 
Messbereich 0,5 bis 15 µg/dl, Intra-Assay-Präzision von 3,1 % (bei median 
3,2 µg/dl) bis 9,3 % (bei median 0,43 µg/dl). Für die Inter-Assay-Präzision wurde 
kein Wert angegeben. Die Wiederfindungsraten für Konzentrationen zwischen 
1,4 – 5,4 µg/dl lagen bei 86 – 100 %. Die untere Nachweisgrenze wurde mit 
0,22 µg/dl angegeben, Linearität war von 0,86 – 5,9 µg/dl gegeben. Bei einem vom 
Hersteller durchgeführten und in der Bedienungsanleitung angegebenen Vergleich 
des Coat-A-Count® Canine T4 mit dem Immulite® Canine T4 wurden 
Doppelmessungen von 46 caninen Serumproben mit T4-Konzentrationen zwischen 
0,8 und 11,5 µg/dl auf beiden Testsystemen durchgeführt. Der 
Korrelationskoeffizient wurde mit r = 0,96 angegeben, Bias-Plots wurden nicht 
angefertigt. Diese Daten sind nicht publiziert. 
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PETERSON und Mitarbeiter (1997) haben den Coat-A-Count® Canine T4 für ihre 
Studie eingesetzt. Ihre Studienpopulation bestand aus 258 Hunden, von denen 
54 Hunde eine auf Basis von klinischen Symptomen, routinemäßig durchgeführten 
Laboruntersuchungen, TSH-Stimulationstests, Ausschluss von nicht-thyreoidalen 
Erkrankungen (non-thyroidal illness, NTI) und gutem Ansprechen auf 
Substitutionstherapie mit L-Thyroxin diagnostizierte Hypothyreose aufwiesen. 
Weitere 54 Hunde hatten eine Euthyreose, zeigten jedoch   klinische Anzeichen, 
die auf eine Hypothyreose hätten hindeuten können. Die restlichen 150 Hunde 
wurden als klinisch normal beschrieben (PETERSON et al., 1997). Proben mit nicht 
näher definierten „hohen T4-Konzentrationen“ wurden in verschiedenen 
Verdünnungsstufen analysiert und die dadurch erhaltenen Ergebnisse grafisch als 
Linearitätsgerade mit der Standardkurve verglichen. Da beide Kurven parallel 
zueinander verliefen, wurde die Linearität für den Coat-A-Count® Canine T4 
bestätigt. Aus vier caninen Serumpools mit ebenfalls nicht näher definierten 
„niedrigen bis leicht erhöhten T4-Werten“ wurde durch jeweils sechs 
Wiederholungsmessungen die Intra-Assay-Präzision mit 8,0 % berechnet. Für die 
Inter-Assay-Präzision wurden Aliquots aus diesen vier Serumpools an vier 
aufeinander folgenden Tagen analysiert und ein Wert von 5,0 % berechnet. Aus den 
Proben der 150 unauffälligen Tiere wurde ein Referenzbereich für den Test 
berechnet, der mit 12 – 52 nmol/l (0,9 – 4,0 µg/dl) angegeben wurde. Die untere 
Nachweisgrenze gaben PETERSON und Mitarbeiter (1997) mit 2,5 nmol/l 
(0,19 µg/dl) an. Die Sensitivität eines erniedrigten T4-Wertes für eine 
Hypothyreose betrug 0,89, die Spezifität betrug 0,82. Die Richtigkeit definierten 
sie als Maß der Übereinstimmung der Messwerte mit dem klinischen Status der 
Tiere (hypothyreot oder euthyreot), sie betrug 0,85 (PETERSON et al., 1997). 
KEMPPAINEN und BIRCHFIELD (2006) verwendeten den Coat-A-Count® 
Canine T4 ebenfalls in ihrer Studie wie in Kapitel 1.1.3. bereits beschrieben. Die 
Serumproben waren zur Analyse auf dem Coat-A-Count® Canine T4 an ein Labor 
verschickt worden.  
Die Korrelationskoeffizienten der einzelnen Methoden untereinander lagen 
zwischen 0,71 und 0,95 (Tabelle 1). Die Regressionsanalyse zeigte ebenfalls eine 
signifikante Korrelation aller Messwerte an, wobei bei der visuellen Evaluierung 
der Regressionsgeraden auffällt, dass vor allem oberhalb von 4 µg/dl deutliche 
Abweichungen zu beiden Seiten der Regressionsgeraden auftraten. Die visuelle 
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Auswertung der Bland-Altman Plots zeigt auch hier, dass das mediane Bias bei 
„ungefähr 0“ liegt und die Messwerte um bis zu 3 µg/dl voneinander abweichen 
(KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Die aus den drei verschiedenen 
Probenpools bestimmten  VK lauteten wie folgt: Intra-Assay-Präzision von 9 % für 
Pool 1 und von je 5 % für Pool 2 und 3, sowie Inter-Assay-Präzision von 10 % für 
Pool 1, 7 % für Pool 2 und 6 % für Pool 3 (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 
2006). Für den Coat-A-Count® Canine T4 wurde vom Labor ein Referenzbereich 
von 1,6 – 4,3 µg/dl angegeben. Die untere Nachweisgrenze lag bei 0,15 µg/dl 
(KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Auffällig war, dass der Coat-A-
Count® Canine T4 stets signifikant (P = 0,01) niedrigere T4-Konzentrationen 
ermittelte als die anderen in der Studie eingesetzten Testsysteme (KEMPPAINEN 
und BIRCHFIELD, 2006). Die Autoren führten dies auf den niedrigeren 
Referenzbereich des Tests und die Verwendung von Standardproben, die auf 
caninem anstelle von humanem Plasma basierten, zurück (KEMPPAINEN und 
BIRCHFIELD, 2006). 
1.1.6. Coat-A-Count® Canine T4 bei der Katze 
KEMPPAINEN und BIRCHFIELD (2006) untersuchten auch feline Serumproben 
auf dem Coat-A-Count® Canine T4 in ihrer unter 1.1.4. beschriebenen Studie. Die 
Serumproben waren zur Analyse auf dem Coat-A-Count® Canine T4 an ein Labor 
verschickt worden.  
Die Korrelationskoeffizienten der einzelnen Methoden untereinander lagen 
zwischen 0,91 und 0,95 (Tabelle 1). Die Regressionsanalyse zeigte ebenfalls eine 
signifikante Korrelation aller Messwerte an. Bei der visuellen Evaluierung der 
Regressionsgeraden fällt auf, dass die Abweichungen der Messergebnisse der 
einzelnen Methoden untereinander wesentlich weniger stark ausgeprägt sind als 
beim Hund. Die visuelle Auswertung der Bland-Altman Plots zeigt jedoch, dass das 
mediane Bias ebenfalls bei „ungefähr 0“ liegt und die Messwerte um bis zu 3 µg/dl 
voneinander abweichen (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Das Labor 
gab für den Coat-A-Count® Canine T4 einen Referenzbereich von 1,0 – 3,9 µg/dl 
für die Katze an. Eigene Untersuchungen zum VK oder der unteren 
Nachweisgrenze wurden für die Katze nicht durchgeführt (KEMPPAINEN und 
BIRCHFIELD, 2006).  
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Tabelle 1. Übersicht über die Validierungsstudien zur Bestimmung von T4 bei Hunden und Katzen mittels Radio-Immunassay (RIA) (Corp. 
= Form der Aktiengesellschaft im englischen Sprachraum, et al. = et alii, k. A. = keine Angabe, klin. = klinischen, lt. = laut, µg/dl = Mikrogramm 
pro Deziliter, n = Patientenanzahl, r = Korrelationskoeffizient, ® = Registrierte Handelsmarke, T3 = Trijod-Thyronin, T4 = Gesamt-Thyroxin, 
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1.2. Chemilumineszenz-Systeme 
Mit der Validierung von Chemilumineszenz-Immunoassays (CIA, heute CLIA) 
und Chemilumineszenz-Enzym-Immunoassays (CEIA) für den Einsatz bei Tieren 
sollte neben dem RIA eine weitere Methode zur Messung von T4 für Tierärzte zur 
Verfügung stehen (SINGH et al., 1997). Unter Lumineszenz versteht man die 
Emission von Licht, die dadurch entsteht, dass ein Elektron eines Moleküls zuerst 
durch Anregung von seinem Grund-Energiestatus in einen höheren Energie-Status 
versetzt wurde und es bei der Rückkehr in seinen Grund-Energiestatus Energie als 
Photon abgibt. Bei der Chemilumineszenz wird die Energie zur Anregung des 
Elektrons durch eine chemische Reaktion erzeugt (KRICKA, 1991; DODEIGNE et 
al., 2000). Zu den Vorteilen der Chemilumineszenz gehört, dass die 
Photonenemission sehr lange linear verläuft und sehr schnell auftreten kann (bis hin 
zu einem reinen Aufblitzen), dass die Reagenzien sehr lang stabil bleiben und nur 
eine sehr kurze Inkubationszeit benötigten, bis sie zur Chemilumineszenz angeregt 
werden (RONGEN et al., 1994; DODEIGNE et al., 2000).  
Die Geräte, auf welchen die Tests durchgeführt werden, arbeiten ohne 
Radioaktivität, wodurch ihr Einsatz mit weniger bürokratischem Aufwand 
verbunden und ein automatisierter Testablauf möglich ist (BABSON et al., 1991; 
DODEIGNE et al., 2000; KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Allerdings 
sind sie relativ teuer in Anschaffung und Unterhalt und müssen daher stark 
ausgelastet sein, um wirtschaftlich sinnvoll genutzt zu werden (HIGGS et al., 2014). 
Außerdem sind sie technisch anspruchsvoll (HIGGS et al., 2014). 
Bereits 1877 hatte RADZISZEWSKI (1877) das Auftreten von künstlich erzeugter 
Chemilumineszenz bei einer chemischen Reaktion beschrieben. Fünfzig Jahre 
später beschrieb ALBRECHT (1928) das Luminol (3-Aminophthalsäurehydrazid), 
eine gelblich bis grün schimmernde, feste chemische Verbindung. In protischen 
Lösungen wie bspw. Wasser, wässrigen Lösungen oder niederen Alkoholen wurde 
ein Katalysator für die Oxidation des Luminols benötigt (ROSWELL und WHITE, 
1978). Dies konnte bspw. die Meerrettich-Peroxidase, Katalase, Alkalische 
Phosphatase oder β-D-Galaktosidase sein (ROSWELL und WHITE, 1978; 
SCHROEDER und YEAGER, 1978; RONGEN et al., 1994; DODEIGNE et al., 
2000). Weitere chemilumineszenz-fähige Substanzen, die für Immunassays 
eingesetzt wurden, waren Derivate von Acridinium und Dioxetan (GLEU und 
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PETSCH, 1935; MCCAPRA und RICHARDSON, 1964; KOPECKY und 
MUMFORD, 1969; RONGEN et al., 1994; DODEIGNE et al., 2000). Der große 
Vorteil der Acridinium-Ester war, dass sie keinen Katalysator für die chemische 
Reaktion benötigten und bei der Konjugation mit organischen Molekülen, wie 
bspw. Antikörpern, an einer exponierten Stelle ansetzten, sodass die emittierten 
Photonen ungehindert detektiert werden können (DUDLEY, 1990). Dadurch 
erhoffte man sich eine höhere Sensitivität als beim RIA, da auch kleinere 
Konzentrationen der zu suchenden Substanz ausreichend Signale aussendeten, die 
von den Detektorsystemen erkannt werden konnten (EKINS et al., 1989; DUDLEY, 
1990). 
1.2.1. Chemilumineszenz-Immunassay  
Die erste Untersuchung eines Chemilumineszenz-Immunassays (CLIA) zur 
Anwendung in der Tiermedizin stammt von SINGH und Mitarbeitern (1997). Der 
untersuchte CLIA (Total T4 Test, Nichols Analytical Institute Corp., San Juan 
Capistrano, Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika; heute Centaur® T4, 
Siemens Medical Solutions USA Inc., Malvern, Pennsylvania, Vereinigte Staaten 
von Amerika) war für die Humanmedizin entworfen worden. Zur Testdurchführung 
wurde ein modulares System, bestehend aus einem mechanischen 
Schüttler/Schwenker, einer Waschvorrichtung für die Proben und einem 
Photometer, verwendet. Die Testkits bestanden aus einem unbeschichteten 
12 x 75 mm großen Glasröhrchen und einer antikörperbeschichteten 
Kunststoffperle als Festphasen-Immunassay. Als Substrat wurde ein Acridinum-
Ester verwendet, dessen Hydrolyse einen Lichtblitz erzeugte (SINGH et al., 1997). 
Fünfundzwanzig Mikroliter der Serumprobe wurden in das Glasröhrchen pipettiert 
und jeweils eine Kunststoffperle hinzugegeben. Die Proben wurden dann bei 
Raumtemperatur für 60 min geschüttelt/geschwenkt und im Anschluss mit 1 ml 
einer Waschlösung versetzt. Die Proben wurden 4 – 5mal mit Wasser gewaschen, 
um ungebundenes Substrat zu entfernen. Danach wurden die Röhrchen im 
Photometer ausgemessen. Die Intensität des Lichtblitzes war dabei indirekt 
proportional zur Hormonkonzentration. Anhand einer Standardkurve, die mittels 
der mitgelieferten Humanstandards erstellt worden war, wurde die in der Probe 
enthaltene Hormonkonzentration abgelesen (SINGH et al., 1997). 
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1.2.1.1. Chemilumineszenz-Immunassay bei Hund und Katze 
SINGH und Mitarbeiter (1997) verwendeten den oben beschriebenen CLIA, um 
damit T4 in Serumproben von Hunden und Katzen zu messen. Ein in Kapitel 1.1. 
beschriebener RIA (Coat-A-Count® Total T4) diente als Referenzmethode. Für die 
Studie waren von 40 Versuchshunden sowie von 278 Hunden mit Verdacht auf eine 
Schilddrüsen- oder Nebennierenerkrankung Blutproben entnommen und zur T4- 
oder Kortisolbestimmung verschickt worden. Ebenfalls waren von zwölf 
Versuchskatzen und 150 Katzen mit Verdacht auf eine Schilddrüsen- oder 
Nebennierenerkrankung Blutproben entnommen und zur T4- oder 
Kortisolbestimmung verschickt worden. Die genaue Anzahl der T4-Bestimmungen 
aus diesen Proben wurde in der Studie nicht angegeben. Zuerst wurden die Proben 
mittels RIA analysiert und danach bei -70°C bis zur Analyse mittels CLIA gelagert 
(SINGH et al., 1997). Die Kalibrierungskurve wurde mit Humanstandards, die dem 
Test beilagen, erstellt. Der Korrelationskoeffizient zwischen RIA und CLIA wurde 
für Hunde und Katzen mit r = 0,88 angegeben, dabei handelte es sich vermutlich 
um eine Mischkalkulation. Die Steigung der Regressionsgeraden von RIA und 
CLIA betrug 0,63. Damit wurde schon deutlich, dass der CLIA im Vergleich zum 
RIA niedrigere T4-Ergebnisse in  Serumproben von Tieren erzielte (SINGH et al., 
1997). Die Regressionsanalyse gefolgt vom Kolmogorov-Smirnov Test zeigte, dass 
95 % der Hundeproben und 85 % der Katzenproben Ergebnisse im Bereich von 
0 – 2 µg/dl aufwiesen, wenn sie mittels CLIA analysiert wurden; hingegen lagen 
bei Analyse mittels RIA nur 30 – 40 % aller Ergebnisse in diesem Bereich, die 
anderen Werte waren signifikant (P < 0,05) höher und lagen zwischen 1 – 4 µg/dl 
(SINGH et al., 1997). Zur Bestimmung von Intra- und Inter-Assay-Präzision 
wurden je ein Probenset mit nicht näher definierter T4-Konzentration fünfmal am 
selben Tag und an 20 aufeinander folgenden Tagen je einmal analysiert. Der CLIA 
erreichte dabei Werte für Intra-Assay- und Inter-Assay-Präzision von > 30 % bei 
Konzentrationen bis zu 0,25 µg/dl und < 20 % bei Konzentrationen zwischen 
0,5 und 25 µg/dl. Bei der Katze ergaben Intra-Assay- und Inter-Assay-Präzision 
> 30 % für Konzentrationen bis 0,5 µg/dl und < 20 % für Konzentrationen über 
2,0 µg/dl (SINGH et al., 1997). Um die Wiederfindungsrate und Linearität des Tests 
zu untersuchen, wurde T4-freies Serum von Menschen und Tieren mit einer 
speziellen T4-Lösung (Sigma Chemical Company, St. Louis, Montana, Vereinigte 
Staaten von Amerika) versetzt („gespiked“) und dann in neun verschiedene 
Konzentrationsstufen von 0,25 – 25 µg/dl verdünnt. Die verschiedenen Konzentrate 
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wurden mittels CLIA analysiert und die ermittelte T4-Konzentration mit der 
berechneten T4-Konzentration verglichen. In humanem Serum konnten über 90 % 
des hinzugefügten T4 gemessen werden, im Serum von Tieren jedoch nur 60 %. 
Für beide Serumtypen war Linearität zwischen 0,25 und 25 µg/dl gegeben. SINGH 
und Mitarbeiter (1997) vermuteten, dass die Anti-T4-Antikörper, die im CLIA 
verwendet wurden, eine wesentlich höhere Affinität zu humanem T4 als zu T4 von 
Tieren hatten und die schlechten Werte für Korrelation, Regression und 
Wiederfindungsrate damit erklärbar seien. 
Bei einem nachfolgenden TSH-Stimulationstest wurde fünf Hunden je nach 
Körpergewicht 1 – 2 IU TSH injiziert und vor sowie sechs Stunden nach der 
Injektion Blut abgenommen, um einen Anstieg der endogenen T4-Konzentration 
feststellen zu können. Bei allen Hunden konnte mittels CLIA eine signifikante 
(P < 0,05) Erhöhung der gemessenen T4-Konzentration nach Stimulation 
festgestellt werden, jedoch waren diese T4-Konzentrationen signifikant (P < 0,05) 
niedriger als die mittels RIA bestimmten Ergebnisse nach Stimulation (SINGH et 
al., 1997).  
Bei einem ebenfalls nachfolgenden T3-Suppressionstest wurden zehn Katzen 
jeweils 25 µg T3 injiziert und erneut Blut abgenommen, um einen Abfall des 
endogenen T4 bestimmen zu können. Der genaue Zeitpunkt der erneuten 
Blutentnahme wurde nicht angegeben. Im T3-Suppressionstest konnte mittels 
CLIA eine signifikante (P < 0,05) Erniedrigung der gemessenen T4-Konzentration 
nach Suppression festgestellt werden, jedoch waren diese T4-Konzentrationen 
ebenfalls signifikant (P < 0,05) niedriger als die mittels RIA bestimmten Ergebnisse 
nach Suppression (SINGH et al., 1997). 
Die Autoren gaben zusammenfassend an, dass mittels CLIA signifikant niedrigere 
Ergebnisse erzielt werden als bei Analyse mittels RIA, vor allem bei niedrigen 
Werten bis 0,5 µg/dl. Jedoch trafen sie keine finale Einschätzung, ob der CLIA für 
die Bestimmung von caninem und felinem T4 geeignet ist (SINGH et al., 1997).  
1.2.2. Chemilumineszenz-Enzym-Immunassay  
SINGH und Mitarbeiter (1997) verwendeten auch einen Chemilumineszenz-
Enzym-Immunassay (CEIA) in ihrer Studie. Es handelte sich dabei um den 
Immulite® Total T4 (Diagnostic Products Corp., Los Angeles, Vereinigte Staaten 
von Amerika; heute Siemens Medical Solutions USA Inc., Malvern, Pennsylvania, 
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Vereinigte Staaten von Amerika). Ein wesentlicher Unterschied war, dass die 
chemische Reaktion, wie oben beschrieben, durch ein Enzym katalysiert werden 
muss. Bei dem verwendeten CEIA war es die Alkalische Phosphatase (AP) 
(BABSON et al., 1991; SINGH et al., 1997). Das Analysegerät (Immulite® 
Analyzer, Diagnostic Products Corp., Los Angeles, Vereinigte Staaten von 
Amerika; heute Siemens Medical Solutions USA Inc., Malvern, Pennsylvania, 
Vereinigte Staaten von Amerika) umfasste einen Probenteller, auf welchem bis zu 
12 Proben gleichzeitig bearbeitet werden konnten, ein Pipettiersystem, eine Wasch- 
und Trennstation und ein Photomultiplier (Photoelektronenverfielfacher). Dadurch 
konnte der gesamte Untersuchungsprozess automatisch ablaufen (BABSON et al., 
1991). 
Wie beim CLIA kamen auch hier ein Reagenzröhrchen (allerdings aus Plastik) 
sowie eine antikörperbeschichtete Styroporperle zum Einsatz. Im Reagenzröhrchen 
fanden alle Reaktionsschritte von der Inkubation der Serumprobe über die 
Waschschritte bis hin zur Ausmessung der Lichtemission statt. Zunächst wurden 
die Serumprobe und das mit AP markierte Reagens in das Reagenzröhrchen 
pipettiert, in welchem sich bereits die Styroporperle befand. Auf dem Probenteller 
fand dann die Inkubation über 60 min bei 37°C statt. Anschließend wurde das 
Reagenzröhrchen zur Wasch- und Schleuderstation befördert und die Waschlösung 
hinzugefügt. Zur Separierung wurde das Reagenzröhrchen bei hoher 
Geschwindigkeit um die eigene Längsachse rotiert. Durch die leicht konische 
Konstruktion des Röhrchens lief sämtliche überschüssige Flüssigkeit zu einem 
speziellen Kompartiment des Reagenzröhrchens ab, wurde dort aufgefangen und 
konnte nicht zu der Styroporperle zurückfließen. Nun wurde das Substrat 
(Adamantyl-Dioxetan-Phosphat-Ester) hinzugefügt und das Reagenzröhrchen 
weitere 10 min bei 37°C inkubiert, bis die maximale Photonenemission erreicht 
war. Mittels Photomultiplier wurde die Intensität der Emission gemessen und 
anhand einer gespeicherten Standardkurve die T4-Konzentration in der Probe 
berechnet (BABSON et al., 1991).  
1.2.2.1. Chemilumineszenz-Enzym-Immunassay bei Hund und Katze 
SINGH und Mitarbeiter (1997) verwendeten in ihrer Studie ebenfalls den oben 
beschriebenen CEIA, um damit T4 in Serumproben von Hunden und Katzen zu 
messen. Studienprotokoll und Studienpopulation waren identisch mit dem Aufbau 
für die Untersuchung des CLIA für canine und feline Serumproben (s.o.). Die 
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genaue Anzahl der T4-Bestimmungen aus den genannten Proben wurde auch für 
den CEIA nicht angegeben. Da sich die Untersuchung des CEIA zeitlich versetzt 
an die Untersuchung des CLIA anschloss, waren alle Serumproben nach 
Untersuchung mit dem CLIA erneut bei -70°C bis zur Analyse mittels CEIA 
gelagert worden (SINGH et al., 1997). Sie hatten somit bis zur Analyse auf dem 
CEIA zwei Zyklen von Einfrieren und Auftauen durchlaufen (SINGH et al., 1997). 
Da die Proben beide Male mittels RIA analysiert wurden und sich Werte der der 
beiden Messungen nicht signifikant voneinander unterschieden, nahm man an, dass 
die Lagerung bei -70°C und auch zwei Zyklen von Einfrieren und Auftauen die T4-
Konzentrationen von Mensch und Tier nicht beeinflussen (SINGH et al., 1997). Die 
Kalibrierungskurve wurde ebenfalls mit, dem Test beiliegenden, Humanstandards 
erstellt. Der Korrelationskoeffizient zwischen RIA und CEIA wurde mit r = 0,95 
angegeben, auch hier handelte es sich vermutlich um eine Mischkalkulation. Die 
Steigung der Regressionsgeraden von RIA und CEIA betrug 0,97. Diese Ergebnisse 
waren deutlich besser als die des CLIA (SINGH et al., 1997). Die 
Regressionsanalyse gefolgt vom Kolmogorov-Smirnov Test zeigte, dass bei 
Messung mittels RIA und CEIA jeweils 95 % der Hunde- und Katzenproben 
Ergebnisse im Bereich von 1 – 4 µg/dl aufwiesen (SINGH et al., 1997). Zur 
Bestimmung von Intra-Assay- und Inter-Assay-Präzision des CEIA wurde je ein 
Probenset mit nicht näher definierter T4-Konzentration fünfmal am selben Tag und 
an 20 aufeinander folgenden Tagen je einmal gemessen. Intra-Assay- und Inter-
Assay-Präzision lagen über 20 % bei niedrigen Konzentrationen von 0,25 µg/dl und 
≤ 20 % bei Konzentrationen von 0,5 – 25  µg/dl für canine und feline Proben, auch 
hier muss man von einer Mischkalkulation ausgehen (SINGH et al., 1997). Um die 
Wiederfindungsrate und Linearität des CEIA zu untersuchen, wurde ebenfalls das 
gespikte Serum in den neun Konzentrationsstufen von 0,25 – 25 µg/dl verwendet. 
Sowohl in humanem Serum als auch im Serum von Tieren konnten über 90 % des 
hinzugefügten T4 gemessen werden und für beide Serumtypen war Linearität 
zwischen 0,25 und 25 µg/dl gegeben (SINGH et al., 1997). 
Die bereits gewonnenen Blutproben des nachfolgenden, oben beschriebenen TSH-
Stimulationstests wurden auch mittels CEIA analysiert. Bei allen Hunden konnte 
mittels CEIA eine signifikante (P < 0,05) Erhöhung der gemessenen T4-
Konzentration nach Stimulation festgestellt werden, die sich nicht signifikant von 
den mittels RIA bestimmten T4-Konzentration nach Stimulation unterschieden 
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(SINGH et al., 1997). 
Auch die bereits gewonnenen Blutproben des nachfolgenden, oben beschriebenen 
T3-Suppressionstests wurden ebenfalls mittels CEIA analysiert. Bei allen Katzen 
konnte mittels CEIA eine signifikante (P < 0,05) Erniedrigung der gemessenen T4-
Konzentration nach Suppression festgestellt werden, die sich nicht signifikant von 
den Ergebnissen des RIA unterschieden (SINGH et al., 1997). 
Die Autoren gaben zusammenfassend an, dass die Ergebnisse des CEIA mit denen 
des bereits validierten RIA vergleichbar waren und der CEIA damit valide für die 
Bestimmung von caninem und felinem T4 sei (SINGH et al., 1997).  
In der Studie von KEMPPAINEN und BIRCHFIELD (2006) wurde der CEIA 
ebenfalls verwendet, das Studiendesign wurde in Kapitel 1.1.3. (Hund) und 
1.1.4. (Katze) bereits beschrieben. Die Serumproben waren zur Analyse auf dem 
Immulite® Total T4 an ein Labor verschickt worden. 
Die Korrelationskoeffizienten der einzelnen Methoden untereinander lagen 
zwischen 0,64 und 0,91 beim Hund sowie zwischen 0,91 und 0,97 bei der Katze 
(Tabelle 2). Bei visueller Betrachtung der Regressionsgeraden wurde deutlich, dass 
bis etwa 4 µg/dl eine gute Übereinstimmung aller vier Messmethoden vorlag. 
Danach wichen die Messergebnisse allerdings stark voneinander ab 
(KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Dies war bei der Katze nicht so stark 
ausgeprägt wie beim Hund. Die Bland-Altmann Plots wurden angefertigt, indem 
die Differenz der Messwerte zweier Messmethoden auf die y-Achse und der 
Mittelwert der Messwerte auf die x-Achse aufgetragen wurden. Sie verdeutlichten, 
dass für beide Spezies bei T4-Konzentrationen über 4 µg/dl Abweichungen von bis 
zu 3 µg/dl zwischen allen Messergebnissen vorlagen (KEMPPAINEN und 
BIRCHFIELD, 2006). Das mittlere Bias lag bei „etwa 0“ (KEMPPAINEN und 
BIRCHFIELD, 2006). Die aus den drei verschiedenen Probenpools bestimmten  
VK lauteten für den Hund wie folgt: Intra-Assay-Präzision von 8 % für 
Pool 1 und 2, 5 % für Pool  3, sowie Inter-Assay-Präzision von 9 % für Pool 1 und 
jeweils 6 % für Pool 2 und 3 (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006).  Eigene 
Untersuchungen zum VK oder der unteren Nachweisgrenze wurden für die Katze 
nicht durchgeführt (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Der 
Referenzbereich wurde vom Labor mit 1,6 – 5,0 µg/dl für Hunde und mit 
0,7 – 5,2 µg/dl für Katzen angegeben (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). 
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Tabelle 2. Übersicht über die Validierungsstudien zur Bestimmung von T4 bei Hunden und Katzen mittels Chemilumineszenz-Immunassay 
(CLIA) und Chemilumineszenz-Enzymimmunassay (CEIA) (Corp. = Form der Aktiengesellschaft im englischen Sprachraum, et al. = et alii, 
k. A. = keine Angabe, lt. = laut, µg/dl = Mikrogramm pro Deziliter, n = Patientenanzahl, r = Korrelationskoeffizient, ® = Registrierte 
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1.3. Enzyme-linked immunosorbent assay 
Bereits 1979 wurden erste Anstrengungen unternommen, die damals noch sehr neue 
Technik des Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) für die 
Schilddrüsendiagnostik in der Tiermedizin einzusetzen (LARSSON und 
LUMSDEN, 1980). Im Laufe der Zeit wurden vor allem kleinere Geräte zur In-
house Diagnostik auf Basis eines ELISA entwickelt und deren Abschneiden in der 
Tiermedizin in verschiedenen Studien untersucht (JENSEN et al., 1992; LURYE et 
al., 2002; HIGGS et al., 2014). Die Ergebnisse der Studien fallen allerdings sehr 
unterschiedlich aus.  
Ein ELISA besteht im Allgemeinen aus einer Festphase, an welche der sich in der 
zu untersuchenden Probe befindliche Analyt gebunden wird. Dies geschieht 
entweder unspezifisch durch Adsorption auf die Festphase, oder spezifisch durch 
auf die Festphase aufgebrachte monoklonale Antikörper. Nach einer vorgegebenen 
Inkubationszeit wird die Probe mittels eines Waschschritts wieder entfernt und 
danach die Menge an Analyt bestimmt, die an die Festphase gebunden hat. Je nach 
System werden dazu mit einem Enzym konjugierte Antikörper (direkter ELISA) 
oder in zwei Schritten zuerst ein weiterer, spezifischer Antikörper und, nach einem 
erneuten Waschschritt, ein mit einem Enzym konjugierter Anti-Antikörper, welcher 
nicht an den Analyten, sondern an den gebundenen Antikörper bindet (indirekter 
ELISA), verwendet. Anstelle des markierten Antikörpers kann auch ein markierter 
Analyt zu der Probe hinzugefügt werden, welcher dann mit dem Analyt in der Probe 
um die Bindungsstellen an dem immobilisierten Antikörper konkurriert 
(kompetitiver ELISA). Bei allen Systemen wird nach einem letzten Waschschritt 
ein von dem konjugierten Enzym umsetzbares Substrat hinzugefügt. Nach einer 
erneuten Inkubationszeit wird die Enzymreaktion gestoppt und anhand der 
Umsetzung des Substrats durch das Enzym die in der Probe befindliche 
Konzentration des Analyten berechnet. Dies geschieht meist durch einen 
Farbumschlag, dessen Intensität mit einer Standardkurve verglichen wird. 
1.3.1. Enzymun® T4 
Der Einsatz des Enzymun® T4 Test (Boehringer Mannheim, Mannheim, 
Deutschland; heute Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim, Deutschland) 
zur Bestimmung von caninem T4 wurde von LARSSON und LUMSDEN (1980) 
evaluiert.  Der Test wurde nach der Bedienungsanleitung des Herstellers 
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durchgeführt; diese konnte allerdings weder von den Autoren noch von der 
Herstellerfirma vorgelegt werden. In der unten ausführlich beschriebenen 
Nachfolgestudie von JENSEN und Mitarbeitern (1992) finden sich einige Angaben 
zum Test: demnach wurden vier Standards mit Konzentrationen von 0 – 167 nmol/l  
(0 – 13 µg/dl) mitgeliefert, aus welchen die Standardkurve für den Test erstellt 
werden konnte. Die Immunreaktion (T4 aus der Probe konkurriert mit 
enzymmarkiertem T4 in der Testflüssigkeit um Bindungsstellen an spezifischen 
Antikörpern des ELISA) und auch die Enzymreaktion (das zur Markierung 
verwendete Enzym setzt ein zur Probe hinzugefügtes Substrat um) wurden nach 
jeweils 30 min beendet. Die Kreuzreaktivität mit T3 soll laut Hersteller unter 3,5 % 
liegen (JENSEN et al., 1992). Die Enzymreaktion wurde mit Hilfe eines 
Photometers (Gilford 300 T1 Spectrophotometer, Gilford Instrument Laboratories, 
Oberlin, Ohio, Vereinigte Staaten von Amerika) ausgewertet (LARSSON und 
LUMSDEN, 1980). 
Verglichen wurde dieser Test mit einer nicht kommerziell erhältlichen RIA-
Methode, für die ein aus Hasen gewonnenes Anti-T4-Antiserum und mit 
radioaktivem 131I markiertes T4 (Hersteller: New England Nuclear, Boston, 
Massachusetts, Vereinigte Staaten von Amerika) verwendet wurde. Mit ANS wurde 
die Bindung von T4 an TBG verhindert und mit Aktivkohle wurde ungebundenes 
T4 vor der Messung im Gammazähler (Searle Gamma Counter, Modell 1186, 
Searle Analytical Inc., Des Plaines, Illinois, Vereinigte Staaten von Amerika) aus 
den Proben entfernt. Mit dieser RIA-Methode soll es möglich gewesen sein, 
Konzentrationen in einem Bereich von 1 – 100 nmol/l (0,1 – 7,8 µg/dl) sehr akkurat 
zu messen (LARSSON und LUMSDEN, 1980). Die Kreuzreaktivität von T3 und 
T4 war zu vernachlässigen (LARSSON und LUMSDEN, 1980). Für die Erstellung 
der Standardkurve wurde mit Aktivkohle gereinigtes Plasma von hypothyreoten 
Hunden verwendet, zu welchem nicht näher definierte, „zweckdienliche Mengen“ 
von T4 hinzugefügt wurden (LARSSON und LUMSDEN, 1980).  
Zur Bestimmung der T4-Konzentration durch RIA und ELISA wurden 
Plasmaproben von Hunden beiden Geschlechts verwendet. Diese Hunde konnten 
sowohl euthyreot als auch hypothyreot sein. Siebzehn Hunden wurden jeweils 
10 IU TSH injiziert und vor sowie 4 – 8 h nach Injektion Blut abgenommen. Fünf 
dieser Hunde wurden mittels TSH-Stimulationstest als primär hypothyreot 
eingestuft. Die Anzahl der insgesamt untersuchten Hunde oder der analysierten 
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Proben wurde in der Studie nicht angegeben. Zur Verhinderung einer Gerinnung 
wurden die Proben mit einem Antikoagulans versehen. Meistens wurde hierzu 
Heparin verwendet (LARSSON und LUMSDEN, 1980). Durch Zentrifugation 
wurde das Plasma von den zellulären Blutbestandteilen getrennt und anschließend 
separiert. Bis zur Analyse mittels RIA wurden die Plasmaproben für 1 Woche bei 
4°C aufbewahrt. Nach der Messung mittels RIA wurden die Plasmaproben für einen 
Zeitraum von 2 Wochen bis 6 Monaten bei -18°C gelagert, bevor die Analyse 
mittels Enzymun® erfolgte (LARSSON und LUMSDEN, 1980). 
Der Korrelationskoeffizient zwischen RIA und ELISA wurde mit r = 0,86 
angegeben und als hoch signifikant bezeichnet (LARSSON und LUMSDEN, 
1980). Die Regressionsanalyse zeigte eine proportionale Abweichung der 
Ergebnisse des ELISA von den Ergebnissen des RIA an. Intra-Assay- und Inter-
Assay-Präzision wurden mit durchschnittlich 14,6 % und 21,3 % angegeben. Für 
unterschiedliche T4-Konzentrationsbereiche (niedrig = 6,3 – 19,5 nmol/l 
[0,5 – 1,5 µg/dl],  normal = 20,7 – 44,8 nmol/l [1,6 – 3,5 µg/dl], 
erhöht = 47,3 – 67,5 nmol/l [3,6 – 5,2 µg/dl]) wurden zusätzliche Wieder-
holungsmessungen durchgeführt; dabei wurde ein VK von bis zu 60 % für den 
niedrigen, ein VK von bis zu 19,8 % für Werte im normalen und ein VK von bis zu 
12,1 % für den erhöhten T4-Konzentrationsbereich bestimmt (LARSSON und 
LUMSDEN, 1980). Es wurden kein Referenzbereich und keine untere 
Nachweisgrenze für den Enzymun® T4 berechnet. Für eine Verdünnungsreihe 
wurde die T4-Konzentration in einer Plasmaprobe mittels RIA bestimmt und 
danach drei Aliquots dieser Plasmaprobe mit Plasma eines hypothyreoten Hundes 
auf 75 %, 50 % und 25 % verdünnt. Die T4-Konzentration in der Probe des 
hypothyreoten Hundes war mittels RIA auf unter 0,1 nmol/l (0,01 µg/dl) bestimmt 
worden, daher wurde diese Probe zusätzlich als 0-Probe verwendet. Die zu 
erwartenden Konzentrationen der Verdünnungsstufen wurden berechnet und mit 
denjenigen Konzentrationen verglichen, die mit dem ELISA bestimmt wurden. 
Hierbei fiel auf, dass der ELISA in der 0-Probe eine mittlere T4-Konzentration von 
12,7 nmol/l (1,0 µg/dl) ermittelte (LARSSON und LUMSDEN, 1980). Bis hin zu 
einer T4-Konzentration von 20 nmol/l (7 µg/dl) ermittelte der ELISA stets deutlich 
höhere Werte als der RIA. In höheren Konzentrationsbereichen wurde bei den 
Ergebnissen des ELISA teilweise eine bis zu dreifache Abweichung von den 
Ergebnissen des RIA festgestellt. Die Autoren vermuteten eine Hemmung des 
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Enzymsystems durch bestimmte Probenzusätze (wie das verwendete 
Antikoagulans, welches bei den Proben mit den hohen Werten nicht Heparin, 
sondern ein unbekannter anderer Zusatz gewesen sein soll), die zu einer falsch 
hohen Messung geführt hätten (LARSSON und LUMSDEN, 1980). Trotz der 
schlechten Ergebnisse für Präzision, Genauigkeit und Übereinstimmung bei 
niedrigen Werten, die für den Hund ja gerade interessant sind, kommen die Autoren 
zu dem Schluss, dass der von ihnen untersuchte ELISA eine akzeptable Alternative 
zum RIA darstellt, da der Anstieg von T4 nach TSH-Injektion mit beiden Methoden 
gleich gut gemessen werden konnte (LARSSON und LUMSDEN, 1980).  
JENSEN und Mitarbeiter (1992) testeten den Enzymun® T4-Test erneut, um T4 in 
caninen Serum- und Plasmaproben zu bestimmen. Sie änderten das 
Studienprotokoll in einigen Punkten deutlich ab, da sie das Abschneiden des Tests 
bei niedrigen T4-Konzentrationen verbessern wollten. So verwendeten sie einen 
weiteren Standard von 15,8 nmol/l (1,2 µg/dl), dessen Konzentration aus den beiden 
Standards a (0) und b (47,4) mit der Formel (2a+b)/3 errechnetet wurde (JENSEN 
et al., 1992). Damit sollte ein weiterer Standard für den beim Hund interessanten 
niedrigen Wertebereich zur Verfügung stehen und eine genauere Darstellung der 
Standardkurve ermöglicht werden. Die Menge des zur Patientenprobe 
hinzugefügten enzymkonjugierten T4 wurde auf die Hälfte der vom Hersteller 
empfohlenen Menge reduziert, und die beiden Inkubationsschritte (Immunreaktion 
und Enzymreaktion) wurden von jeweils 30 min auf jeweils 60 min verlängert 
(JENSEN et al., 1992). Zur Auswertung der Enzymreaktion war ein spezielles 
Analysegerät auf den Markt gebracht worden (Enzymun-Test® System ES-33, 
Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland), welches in der Studie verwendet 
wurde. Auf einen Vergleich der Ergebnisse mit denen eines anderen Testsystems 
wurde verzichtet. Das restliche Protokoll blieb unverändert. Zur Gewinnung der 
Plasmaproben für die Studie wurden von gesunden und stationär aufgenommenen 
(also vermutlich kranken) Hunden Blutproben entnommen. Diese wurden in mit 
Heparin versetzten Röhrchen aufgefangen und direkt nach der Gewinnung 
zentrifugiert. Das abgetrennte Plasma wurde dann bei -55°C bis zur Analyse 
gelagert. Sollten die Proben mehrfach analysiert werden, wurden sie entweder bis 
zu einer Woche bei 4°C oder bis zu drei Monate bei -55°C gelagert. Für die 
Durchführung eines Stimulationstests wurde acht männlichen, klinisch gesunden 
Beagle-Hunden jeweils 100 µg Thyrotropin-releasing Hormon (TRH) injiziert und 
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vor sowie 3 h nach der Injektion Blut entnommen und die T4-Konzentration 
bestimmt. 
Für die Bestimmung der Intra-Assay-Präzision wurden aus 22 Proben mit niedrigen 
(20,5 ± 1,3 nmol/l [1,6 µg/dl]), aus 24 Proben mit mittleren (40,6 ± 1,8 nmol/l 
[3,2 µg/dl]) und aus acht Proben mit hohen (60,1 ± 2,6 nmol/l [4,7 µg/dl]) T4-
Konzentrationen jeweils zwei Doppelmessungen durchgeführt. Hier ergab sich ein 
VK von 6,3 % für die niedrigen und jeweils von 4,4 % für die mittleren und die 
hohen Proben (JENSEN et al., 1992). Für die Bestimmung der Inter-Assay-
Präzision wurden aus Poolproben mit niedrigen (15,9 ± 2,0 nmol/l [1,2 µg/dl]) und 
hohen (96,1 ± 3,7 nmol/l [7,5 µg/dl]) T4-Konzentrationen jeweils 16 bzw. sieben 
Wiederholungsmessungen durchgeführt. Hier lag der VK bei 12,5 % bzw. 3,8 % 
(JENSEN et al., 1992). Diese Werte lagen deutlich unter den durchschnittlichen 
Werten der Vorgängerstudie (Intra-Assay-Präzision 14,6 %, Inter-Assay-Präzision 
21,3 %). Nach wie vor fielen die VK bei niedrigen T4-Konzentrationen unter 
20 nmol/l (1,6 µg/dl) höher aus als bei Konzentrationen über 20 nmol/l (1,6 µg/dl) 
(JENSEN et al., 1992). Die untere Nachweisgrenze wurde mit 3,9 nmol/l (0,3 µg/dl) 
berechnet und stellt damit einen sehr niedrigen Wert dar, der noch niedriger liegt 
als die T4-Konzentrationen, die bei hypothyreoten Hunden routinemäßig auftreten. 
Die Wiederfindungsrate wurde bestimmt, indem zu einer Poolprobe mit niedriger 
T4-Konzentration (13,6 nmol/l [1,1 µg/dl]) definierte Mengen an T4 hinzugegeben 
und die erreichte T4-Konzentration anschließend gemessen wurde. Aus ermitteltem 
und berechnetem Wert wurde eine Regressionsgerade erstellt. Die Steigung der 
Regressionsgeraden wich nicht signifikant (P = 0,46) von 1 ab und der 
Korrelationskoeffizient betrug r = 0,99. Mittels logarithmischer Regressionsanalyse 
wurde ein proportionaler Zusammenhang zwischen dem hinzugefügten und 
wiedergefundenen T4 festgestellt, der Korrelationskoeffizient betrug hier r = 0,98. 
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Wiederfindungsrate mit 100 % angegeben 
(JENSEN et al., 1992). Bei dem  nachfolgenden TRH-Stimulationstest konnte bei 
allen 8 Hunden ein Anstieg der T4-Konzentration nach Stimulation gemessen 
werden (JENSEN et al., 1992).  
JENSEN und Mitarbeiter (1992) führten die Verbesserungen der Ergebnisse vor 
allem auf ihre Modifikationen zurück. Sie schlossen aber nicht aus, dass das bessere 
Abschneiden des Enzymun® T4-Tests auch durch Verbesserungen des Testsystems 
selbst bedingt sein konnte (JENSEN et al., 1992). 
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1.3.2. SNAP® Total T4 
Mit dem SNAP® Total T4 Test (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, 
Vereinigte Staaten von Amerika) wurde ein Schnelltest für die Praxis auf den Markt 
gebracht. Zur Auswertung des Tests war allerdings ein weiteres Gerät, der SNAP 
Reader® (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, Vereinigte Staaten von 
Amerika) nötig. LURYE und Mitarbeiter (2002) verglichen das System in einer 
Studie mit dem oben beschriebenen Coat-A-Count® Total T4 (RIA). Bereits vor 
der Testdurchführung musste angegeben werden, ob sich der erwartete T4-Wert im 
niedrigen („low dynamic“) Bereich (6,4 – 45 nmol/l [0,5 – 3,5 µg/dl], empfohlen 
für die Hypothyreoseabklärung) oder im hohen („high dynamic“) Bereich 
(25,7 – 90 nmol/l [2 – 7 µg/dl], empfohlen für das Hyperthyreosescreening oder die 
Therapiekontrolle unter Methimazol) befindet (LURYE et al., 2002). Es wurden 
65 µl einer Serum- oder Plasmaprobe benötigt. Zu dieser Probe wurden 300 µl einer 
dem Test beigefügten enzymmarkierten Konjugatslösung gegeben und die Probe 
für 5 min inkubiert, wobei sich Antigen-Antikörper-Komplexe zwischen dem in der 
Probe enthaltenen T4 und enzymmarkierten Anti-T4-Antikörpern bilden konnten. 
Im Anschluss wurde die Probe auf den SNAP® Testriegel aufgetragen und so lange 
gewartet, bis die Probe in einem Kontrollfenster des Riegels erschien. Damit hatte 
sich die Probe auf dem gesamten Reaktionsbereich des Riegels verteilt und konnte 
an den sich auf der Festphase des Riegels befindlichen Antikörpern binden. Durch 
Drücken auf den hervorstehenden Druckbereich des Riegels wurde eine 
Spülflüssigkeit auf dem Testriegel aktiviert und entfernte nicht gebundenes 
Konjugat aus dem Reaktionsbereich. Zur Analyse musste der Testriegel dann in den 
SNAP Reader® eingeführt werden. Dort wurde die Menge des gebundenen 
Konjugats bestimmt und über den Vergleich mit einer gespeicherten Standardkurve 
quantitativ als Konzentration angegeben.    
Die in der Studie verwendeten Serumproben wurden zwischen der Messung auf 
dem RIA und der Messung mittels ELISA für eine unbekannte Zeit bei -20°C 
gelagert. Zur Untersuchung der Intra-Assay-Präzision wurden Poolproben gebildet 
und diese 10fach auf dem ELISA gemessen (LURYE et al., 2002). 
Für die statistische Auswertung wurden verschiedene Ansätze gewählt. So wurden 
Werte, die oberhalb des Messbereichs des ELISA lagen (> 90 nmol/l [7 µg/dl]) als 
91 nmol/l gewertet. Analog wurde mit Messwerten des RIA verfahren, die 
unterhalb des Messbereichs des RIA lagen (< 6,0 nmol/l [0,5 µg/dl]). Diese wurden 
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als 5 nmol/l gewertet. Keine der gemessenen Proben wies T4-Konzentrationen 
oberhalb des Messbereichs des RIA (> 120 nmol/l [9,3 µg/dl]) auf. Die Daten 
wurden mittels CUSUM Test auf Linearität untersucht und anschließend mittels 
linearer Regression miteinander verglichen. Zur Evaluierung der Übereinstimmung 
der beiden Methoden wurden Bland-Altman Plots angefertigt, wobei die Differenz 
der Werte von RIA und ELISA gegen die Werte des RIA grafisch aufgetragen 
wurden, der RIA also als Referenzmethode angesehen wurde. Um die 
Übereinstimmung unter klinischen Gesichtspunkten zu untersuchen, wurden die 
Ergebnisse beider Methoden in die verschiedenen T4-Bereiche niedrig, grenzwertig 
niedrig, normal, grenzwertig erhöht und erhöht eingeordnet und die 
Übereinstimmung der Zuordnung zu diesen Gruppen in Prozent berechnet. Da der 
Referenzbereich des RIA keine Kategorie „grenzwertig erhöhte T4-Konzentration“ 
ausgewiesen hatte, wurden jene Ergebnisse des ELISA, die in diese Kategorie 
fielen, einmal der Kategorie „normaler T4-Wert“ und ein weiteres Mal der 
Kategorie „erhöhter T4-Wert“ zugeordnet und die Übereinstimmung jeweils 
separat neu berechnet. Weiter wurde untersucht, wie häufig sich die klinische 
Entscheidung (diagnostisch oder therapeutisch) auf Grund verschiedener 
Ergebnisse für dieselbe Probe unterschieden hätte (LURYE et al., 2002). 
1.3.2.1. SNAP® Total T4 beim Hund 
LURYE und Mitarbeiter (2002) verwendeten den SNAP® Total T4 zur 
Bestimmung der T4-Konzentration in caninen Serumproben. Sie werteten 
Serumproben von 50 Hunden aus. Diese Proben waren zur Bestimmung der T4-
Konzentration verschickt worden. Über den klinischen Status der Tiere, von denen 
die Serumproben stammten, wurden keine Angaben gemacht. Von diesen Proben 
wiesen fünf eine T4-Konzentration von unter 11 nmol/l (0,9 µg/dl), zwölf eine T4-
Konzentration von 12 – 19 nmol/l (0,9 – 1,5 µg/dl), 27 eine T4-Konzentration von 
20 – 55 nmol/l (1,6 – 4,3 µg/dl) und sechs eine T4-Konzentration von über 
55 nmol/l (> 4,63 µg/dl) auf. Diese T4-Konzentrationen waren mittels RIA 
bestimmt worden. Alle 50 Proben wurden anschließend mittels des zu 
untersuchenden ELISA gemessen (LURYE et al., 2002). 
Der Korrelationskoeffizient zwischen ELISA und RIA betrug r = 0,84. Die Intra-
Assay-Präzision wurde mit 18 % angegeben. Die Regressionsgerade wich zu beiden 
Seiten von der Idealgeraden (y = x) ab, und auch mittels Passing-Bablok Regression 
wurde eine nicht-lineare Beziehung der Werte festgestellt. Der Bland-Altman Plot 
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zeigte starke Abweichungen zwischen RIA und ELISA mit drei Extremwerten im 
oberen Messbereich. Der ELISA über- und unterschätzte die T4-Konzentrationen 
beim Hund bis zu 40 nmol/l (3,1 µg/dl) und überschätzte die T4-Konzentrationen 
ab 40 nmol/l (3,1 µg/dl) (LURYE et al., 2002). Bei der Auswertung der 
Übereinstimmung der Zuordnung zu den einzelnen Gruppen wich die Zuordnung 
in 24 Fällen (48 %) ab, wenn die mittels ELISA bestimmten grenzwertig hohen T4-
Konzentrationen als normal eingestuft wurden und in 29 Fällen (58 %), wenn die 
mittels ELISA bestimmten grenzwertig hohen T4-Konzentrationen als hoch 
eingestuft wurden. In 31 von 50 Fällen (62 %) wäre auf Grund der Werte des ELISA 
eine unangemessene klinische Entscheidung getroffen worden. Aufgrund dieser 
hohen Abweichungen kamen die Autoren zu dem Schluss, dass das Gerät canine 
Proben nicht genau messen kann (LURYE et al., 2002). 
1.3.2.2. SNAP® Total T4 bei der Katze 
LYRIE und Mitarbeiter (2002) evaluierten ebenfalls Serumproben der Katze mittels 
des SNAP® Total T4-Tests. Die 50 Serumproben von Katzen waren ebenfalls zur 
Bestimmung der T4-Konzentration verschickt worden. Zum klinischen Status der 
Tiere, von denen die Serumproben stammten, wurden wie beim Hund keine 
Angaben gemacht. Von diesen Proben wiesen fünf eine T4-Konzentration von unter 
10 nmol/l (0,8 µg/dl), 18 eine T4-Konzentration von 10 – 30 nmol/l 
(0,8 – 2,3 µg/dl), 14 eine T4-Konzentration von 30 – 50 nmol/l (2,3 – 3,9  µg/dl) 
und 13 eine T4-Konzentration von über 50 nmol/l (3,9 µg/dl) auf. Diese T4-
Konzentrationen waren mittels RIA bestimmt worden. Alle 50 Proben wurden 
anschließend ebenfalls auf dem zu untersuchenden ELISA gemessen (LURYE et 
al., 2002). Bei 20 Proben hatte der Hersteller die Analyse im oberen Messbereich 
empfohlen, das Ergebnis lag dann allerdings unterhalb des Messbereichs. Die 
Autoren untersuchten daher, ob die Leistungsfähigkeit des Tests verbessert werden 
könnte, indem diese 20 Serumproben, unabhängig von der enthaltenen T4-
Konzentration, mit der Voreinstellung „unterer Messbereich“ analysiert wurden. 
Von den 20 Proben wiesen 13 Proben eine T4-Konzentration unter 50 nmol/l 
(3,9 µg/dl) und sieben Proben eine T4-Konzentration über 50 nmol/l (3,9 µg/dl) auf 
(LURYE et al., 2002).  
Der Korrelationskoeffizient von ELISA und RIA betrug für die Katze r = 0,59. Die 
Intra-Assay-Präzision wurde mit 28 % angegeben. Auch bei der Katze wich die 
Regressionsgerade von der Idealgeraden ab, hier war allerdings eine überwiegende 
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Abweichung nach oben zu sehen. Die Autoren schlossen daraus, dass der ELISA 
die T4-Werte bei Katzen generell überschätzte. Diese Abweichung von der 
Linearität wurde ebenfalls durch die Passing-Bablok Regression und den Bland-
Altman Plot bestätigt. Letzterer zeigte, dass die starken Abweichungen zwischen 
RIA und ELISA überwiegend durch die Ermittlung höherer T4-Konzentrationen 
mittels ELISA zustande kamen (LURYE et al., 2002). Bei der Auswertung der 
Übereinstimmung der Zuordnung zu den einzelnen Gruppen wich die Zuordnung 
in 18 Fällen (36 %) ab, wenn die grenzwertig hohen Werte des ELISA als normal 
eingestuft wurden und in 28 Fällen (56 %), wenn die grenzwertig hohen Werte als 
erhöht eingestuft wurden. In 25 von 50 Fällen (50 %) wäre auf Grund der Werte 
des ELISA eine unangemessene klinische Entscheidung getroffen worden. Bei der 
separaten Auswertung der 20 Serumproben, die unabhängig von der enthaltenen 
T4-Konzentration im unteren Messbereich analysiert wurden, konnte keine 
Verbesserung der Leistungsfähigkeit festgestellt werden. Der Korrelations-
koeffizient unterschied sich mit r = 0,6 kaum zu dem der vorherigen Berechnung. 
Die Beziehung der Messwerte zueinander war nach wie vor nicht linear. Der Bland-
Altman Plot zeigte einen Bias von nahezu 0 an, jedoch waren über den gesamten 
Messbereich weiterhin starke Abweichungen der einzelnen T4-Konzentrationen 
voneinander zu sehen. Der ELISA überschätzte auch die mittels RIA als niedrig 
gemessenen T4-Konzentrationen (bis ca. 40 nmol/l [3,1 µg/dl]) und unterschätzte 
die  mittels RIA als hoch gemessenen T4-Konzentrationen (ab ca. 40 nmol/l 
[3,1 µg/dl]). Bei der Auswertung der Übereinstimmung der Zuordnung zu den 
einzelnen Messbereichen wich die Zuordnung nun in sieben Fällen (35 %) ab, wenn 
die mittels ELISA als grenzwertig niedrig gemessenen T4-Konzentrationen als 
normal eingestuft wurden und in acht Fällen (40 %), wenn die mittels ELISA als 
grenzwertig niedrig gemessenen T4-Konzentrationen als niedrig eingestuft wurden. 
Für keine der Proben gab der ELISA eine T4-Konzentration im grenzwertig hohen 
Bereich an. In 13 von 20 Fällen (65 %) wäre auf Grund der T4-Messungen mittels 
ELISA eine unangemessene klinische Entscheidung getroffen worden. Aufgrund 
dieser hohen Abweichungen kamen die Autoren zu dem Schluss, dass das System 
feline Proben ebenfalls nicht richtig und präzise misst (LURYE et al., 2002). 
1.3.3. SNAP® T4 Test 
Der Nachfolger der SNAP® Total T4-Tests war der SNAP® T4 Test (IDEXX 
Laboratories Inc., Westbrook, Maine, Vereinigte Staaten von Amerika). Zur 
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Auswertung des Tests war wieder ein Analysegerät notwendig, der SNAPshot Dx® 
Analyzer (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, Vereinigte Staaten von 
Amerika). Der wesentliche Unterschied zum Vorgängertest war, dass man nicht 
mehr zwischen einem unteren („low dynamic“) und einem oberen („high dynamic“) 
Bereich unterscheiden musste. Das restliche Testprotokoll blieb erhalten. Der 
Hersteller machte keine weiteren Angaben dazu, ob und wie der Test an anderer 
Stelle verändert worden war. Der SNAP® T4 Test wurde im Auftrag des Herstellers 
von PETERSON und Mitarbeitern (2003) vorgestellt und in einer Vergleichsstudie 
von KEMPPAINEN und BIRCHFIELD (2006) näher untersucht. Verglichen 
wurde er mit drei weiteren Systemen: dem RIA Coat-A-Count® Total T4 
(Diagnostic Products Corp., Los Angeles, Kalifornien, Vereinigte Staaten von 
Amerika), dem RIA Coat-A-Count® Canine T4 (Diagnostic Products Corp., Los 
Angeles, Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika), und dem CEIA Immulite® 
Total T4 (Diagnostic Products Corp., Los Angeles, Kalifornien, Vereinigte Staaten 
von Amerika).  
1.3.3.1. SNAP® T4 Test beim Hund 
KEMPPAINEN und BIRCHFIELD (2006) verwendeten den SNAP® T4 Test 
ebenfalls in ihrer in Kapitel 1.1.3. beschriebenen Studie. Die Serumproben wurden 
dieses Mal allerdings nicht an ein Labor verschickt, sondern von den Autoren selber 
analysiert (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). 
Die Korrelationsanalyse nach Pearson zeigte eine akzeptable Korrelation zwischen 
ELISA und CEIA (r = 0,64) und eine gute Korrelation zwischen ELISA und beiden 
RIA (r = 0,9). Alle Korrelationskoeffizienten wurden als signifikant (P < 0,05) 
angegeben (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Bei visueller Betrachtung 
der Regressionsgeraden wurde deutlich, dass bei niedrigen bis mittleren T4-
Konzentrationen (bis etwa 4 µg/dl) eine gute Übereinstimmung aller vier 
Messmethoden vorlag, danach wichen die Messergebnisse allerdings stark 
voneinander ab (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Die Bland-Altmann 
Plots wurden angefertigt, indem die Differenz der Messwerte zweier 
Messmethoden auf die y-Achse und der Mittelwert der Messwerte auf die x-Achse 
aufgetragen wurden. Sie verdeutlichten, dass bei T4-Konzentrationen über 4 µg/dl 
höhere Abweichungen zwischen allen Messergebnissen vorlagen als darunter, und 
zwar um bis zu 3 µg/dl (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Das mittlere 
Bias lag für alle Messmethoden bei „etwa 0“ (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 
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2006). Für die Bestimmung von Intra-Assay- und Inter-Assay-Präzision wurden 
Probenpools gebildet, diese umfassten eine nicht näher bezeichnete Anzahl an 
Proben mit niedrigen (0,8 – 1,5 µg/dl, Pool 1), normalen (2 – 4 µg/dl, Pool 2) und 
erhöhten (5 – 7 µg/dl, Pool 3) T4-Konzentrationen. Die intra-Assay-Präzision des 
ELISA war 10 % für Pool 1 und jeweils 4 % für Pool 2 und 3, die Inter-Assay-
Präzision des ELISA war 15 % für Pool 1 und jeweils 8 % für Pool 2 und 3 
(KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Der Referenzbereich des Tests wurde 
vom Hersteller mit 1,3 – 4,0 µg/dl angegeben (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 
2006). 
Um den Einfluss der Messmethode auf das klinische Vorgehen zu untersuchen, 
wurden die Proben der 41 hypothyreose-verdächtigen Hunde entsprechend der 
Referenzbereiche der Tests eingeordnet und überprüft, wie häufig sich der Verdacht 
bestätigt hätte. In 14 Fällen (34 %) wäre demnach die Verdachtsdiagnose 
„Hypothyreose“ mittels ELISA bestätigt worden. Da keine weiteren 
Untersuchungsergebnisse vorlagen, die die Diagnose „Hypothyreose“ bei diesen 
Hunden bestätigt hätten, war diese Aussage jedoch nur von begrenztem Wert, was 
die Autoren auch selber diskutierten (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). 
Da die Ergebnisse aller in der Studie verwendeten Messmethoden sehr ähnlich 
waren, wurde der SNAP® T4 Test als valide für die Bestimmung von caninem T4 
bezeichnet (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). 
1.3.3.2. SNAP® T4 Test bei der Katze 
KEMPPAINEN und BIRCHFIELD (2006) verwendeten den SNAP® T4 Test 
ebenfalls in ihrer in Kapitel 1.1.4. beschriebenen Studie. Die Serumproben wurden 
dieses Mal nicht an ein Labor verschickt, sondern von den Autoren selber analysiert 
(KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). 
Die Korrelationsanalyse nach Pearson zeigte durchweg eine sehr gute Korrelation 
zwischen ELISA und CEIA sowie RIA (r > 0,9). Alle Korrelationskoeffizienten 
wurden als signifikant (P < 0,05) angegeben (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 
2006). Beim Betrachten der Regressionsgeraden wurde deutlich, dass ebenfalls bei 
niedrigen bis mittleren T4-Konzentrationen (bis etwa 5 µg/dl) eine gute 
Übereinstimmung aller vier Messmethoden vorlag (KEMPPAINEN und 
BIRCHFIELD, 2006). Die Bland-Altmann Plots wurden angefertigt, indem die 
Differenz der Messwerte zweier Messmethoden auf die y-Achse und der Mittelwert 
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der Messwerte auf die x-Achse aufgetragen wurden. Sie verdeutlichten, dass bei 
T4-Konzentrationen über 5 µg/dl höhere Abweichungen zwischen allen 
Messergebnissen vorlagen als darunter; diese Abweichungen waren deutlicher als 
bei den caninen Proben (bis zu 4 µg/dl) (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 
2006). Das mittlere Bias lag jedoch auch bei „etwa 0“ (KEMPPAINEN und 
BIRCHFIELD, 2006). Für die Katze wurden keine eigenen Untersuchungen zur 
Bestimmung von Intra-Assay- und Inter-Assay-Präzision durchgeführt 
(KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Der Referenzbereich wurde vom 
Hersteller des Tests mit 1,0 – 5,0 µg/dl angegeben (KEMPPAINEN und 
BIRCHFIELD, 2006). 
Um den Einfluss der Messmethode auf das klinische Vorgehen zu untersuchen, 
wurden die Proben der 64 hyperthyreose-verdächtigen Katzen ebenfalls 
entsprechend der Referenzbereiche der Tests eingeordnet und überprüft, wie häufig 
sich der Verdacht bestätigt hätte. In 30 Fällen (46 %) wäre demnach die 
Verdachtsdiagnose „Hyperthyreose“ mittels ELISA bestätigt worden. Da auch hier 
keine weiteren Untersuchungsergebnisse vorlagen, die die Diagnose 
„Hyperthyreose“ in diesen Katzen bestätigt hätten, war diese Aussage ebenfalls nur 
von begrenztem Wert (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Da die 
Ergebnisse aller in der Studie verwendeten Messmethoden sehr ähnlich waren, 
wurde der SNAP® T4 Test auch als valide für die Bestimmung von felinem T4 
bezeichnet (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). 
1.3.4. ST AIA-Pack® T4 
Ein weiteres ELISA-System (ST AIA-Pack® T4, Tosoh Corporation, Tokyo, 
Japan) wurde von HIGGS und Mitarbeitern (2014) in ihrer Studie untersucht. Der 
Test wurde auf einem Analysesystem durchgeführt (AIA-360®, Tosoh 
Corporation, Tokyo, Japan), welches so erstmals die vollautomatische 
Durchführung aller zur Bestimmung der T4-Konzentration aus Serumproben 
benötigter Reaktions- und Pipettierschritte in einem In-house-System ermöglichte 
(HIGGS et al., 2014). Als Vergleichsmethode diente hier der von SINGH und 
Mitarbeitern (1997) bereits validierte CEIA (Immulite® 1000, Diagnostic Products 
Corp., Los Angeles, Vereinigte Staaten von Amerika; heute Siemens Medical 
Solutions USA Inc., Malvern, Pennsylvania, Vereinigte Staaten von Amerika). 
Der AIA-360® arbeitet mit einem kompetitiven Fluoreszenz-Enzymassay. Der 
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gesamte Test läuft in kleinen Einmaltestschalen ab, welche alle benötigten 
Reagenzien als Lyophilisat enthalten. Für die Analyse sind 150 µl Serum nötig und 
werden in die Testschale pipettiert. Mit ANS wird die Bindung von T4 an TBG 
aufgehoben. Auf kleinen Magnetkügelchen sind hormonspezifische Antikörper 
befestigt, um deren Bindungsstellen das Analyt in der Serumprobe mit einem 
enzymbeladenen Hormon konkurriert. Nach der Immunreaktion werden die 
Kügelchen gewaschen, um ungebundenes enzymbeladenes Hormon zu entfernen. 
Im Anschluss erfolgt die Inkubation mit dem Fluoreszenz-erzeugenden Substrat                               
4-Methylumbelliferyl Phosphat (4UMP). Die Menge des an die Kügelchen 
bindenden Hormons ist umgekehrt proportional zu der Menge an Hormon in der zu 
untersuchenden Serumprobe (HIGGS et al., 2014). Im Handbuch des Tests werden 
bereits Daten zur Genauigkeit des Geräts für humanes T4 angegeben: Intra-Assay-
Präzision von 3,5 %, Inter-Assay-Präzision von 5,1 %, Referenzbereich 
63,2 – 141,9 nmol/l (4,9 – 11,0 µg/dl), untere Nachweisgrenze 6,4 nmol/l 
(0,5 µg/dl), Wiederfindungsrate 94 %, Kreuzreaktivität mit T3 unter 2 %. Diese 
Daten wurden nicht in der Studie publiziert. Der Hersteller gibt auch 
Referenzbereiche für canines T4 (13 – 52 nmol/l [1 – 4 µg/dl]) und felines T4 
(10 – 55 nmol/l [0,8 – 4,3 µg/dl]) T4 an. Wie diese berechnet oder bestimmt worden 
sind, wurde jedoch nicht weiter angegeben (HIGGS et al., 2014). 
Die verwendeten Serumproben wurden 1–7 Tage lang bei -20°C gelagert. Am Tag 
der Analyse wurden sie in einem Wasserbad aufgetaut und auf beiden Testsystemen 
mit Reagenzien aus der jeweils selben Charge gemessen. Wiesen die Proben 
Anzeichen starker Hämolyse oder Lipämie auf, wurden sie ausgeschlossen. Mild 
lipämische Proben wurden durch „harte“ Zentrifugation bei 1751 × g für 10 min 
„geklärt“ und dann gemessen. Für die Bestimmung der VK wurden Serumpools 
gebildet und jeweils 10 Messungen am gleichen Tag (Intra-Assay-Präzision) und 
an 10 aufeinander folgenden Arbeitstagen (Inter-Assay-Präzision) durchgeführt 
(HIGGS et al., 2014). Auch wurden eigene Referenzbereiche für Hunde und Katzen 
etabliert (HIGGS et al., 2014). 
1.3.4.1. ST AIA-Pack® T4 beim Hund 
HIGGS und Mitarbeiter (2014) untersuchten Serumproben von 60 Hunden, die zur 
Untersuchung vorgestellt worden waren. Dabei stand die Abklärung einer 
möglichen Hypothyreose nicht im Vordergrund, die Tiere wurden wegen 
verschiedenster nicht näher benannter Krankheitssymptome vorgestellt (HIGGS et 
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al., 2014). War diesen Tieren Blut abgenommen und dieses nicht vollständig für 
andere Untersuchungen verwendet worden, so wurde es zur Analyse mittels ELISA 
und CEIA herangezogen (HIGGS et al., 2014). 
Die Korrelation der Ergebnisse von ELISA und CEIA lag bei r = 0,94, was nach 
DEWHURST und Mitarbeitern (2003) sowie PAPASOULIOTIS und Mitarbeitern 
(2006; 2008) als exzellente Korrelation gewertet wurde (HIGGS et al., 2014). Die 
Intra-Assay- und Inter-Assay-Präzision wurde mit durchschnittlich 6,5 % bzw. 7 % 
angegeben. Zur Untersuchung der Übereinstimmung beider Methoden wurden 
Bland-Altman Plots angefertigt. Als gute Übereinstimmung wurde es gewertet, 
wenn es kein reales Bias gab oder das Bias klein, die 95 %-Konfidenzintervalle des 
Bias eng und keine Ausreißer/Extremwerte vorhanden waren. Kein reales Bias 
wurde angenommen, wenn das 95 %-Konfidenzintervall des Bias den Wert 0 
einschloss (HIGGS et al., 2014). Der Bland-Altman Plot zeigte für den Hund kein 
reales Bias an. Das 95 %-Konfidenzintervall für das Bias war jedoch weit und sechs 
der 60 Proben (10 %) wurden als Ausreißer identifiziert. Bei einer dieser Proben 
war die Diskrepanz so groß, dass auf Grund des niedrigeren Wertes mittels ELISA 
eine andere klinische Vorgehensweise indiziert gewesen wäre (HIGGS et al., 2014). 
Zusätzlich zur Evaluierung wurden auch eigene T4-Referenzwerte für den ELISA 
ermittelt. Dafür wurde von 66 gesunden Hunden Serum untersucht und ein 
Referenzbereich mittels der Formel (Median ± 2x SD) mit 12 – 45 nmol/l 
(1 – 3,5 µg/dl) berechnet. Die Autoren wiesen allerdings darauf hin, dass sie nicht 
die von der International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) (GEFFRE et al., 
2009) empfohlene minimale Anzahl von 120 Hunden zur Berechnung des 
Referenzbereichs herangezogen hatten (HIGGS et al., 2014). 
Zusammenfassend gaben HIGGS und Mitarbeiter (2014) an, dass sowohl der 
ELISA als auch der CEIA auf Grund der exzellenten Korrelation für die Messung 
von T4 bei Hunden geeignet sind. Die Ergebnisse des Bland-Altman Plots legten 
jedoch nahe, dass die beiden Systeme nicht untereinander austauschbar sind und 
daher gerätespezifische Referenzwerte zur Nutzung des ELISA verwendet werden 
sollten (HIGGS et al., 2014). Für den Einsatz zur Diagnostik der caninen 
Hypothyreose sei das Gerät unter Vorbehalt geeignet, da noch kein Test zur 
Bestimmung von caninem TSH auf dem AIA-360® verfügbar war (HIGGS et al., 
2014). 
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1.3.4.2. ST AIA-Pack® T4 bei der Katze 
HIGGS und Mitarbeiter (2014) untersuchten zudem Serumproben von 60 Katzen, 
die wegen verschiedenster, nicht näher benannter Krankheitssymptome zur 
weiteren Abklärung vorgestellt worden waren. Dabei stand die Abklärung einer 
möglichen Hyperthyreose nicht im Vordergrund (HIGGS et al., 2014). War diesen 
Tieren Blut abgenommen und dieses nicht vollständig für andere Untersuchungen 
verwendet worden, so wurde es zur Analyse mittels ELISA und CEIA 
herangezogen (HIGGS et al., 2014). 
Die Korrelation der Ergebnisse von ELISA und CEIA lag bei r = 0,97, was nach 
DEWHURST und Mitarbeitern (2003) sowie PAPASOULIOTIS und Mitarbeitern 
(2006; 2008) ebenfalls als exzellente Korrelation gewertet wurde (HIGGS et al., 
2014). Die Intra-Assay- und Inter-Assay-Präzision wurde mit durchschnittlich 
4,3 % bzw. 6,5 % angegeben. Zur Untersuchung der Übereinstimmung beider 
Methoden wurde ein Bland-Altman Plot angefertigt. Dieser zeigte für die Katze ein 
kleines, negatives Bias an. Das 95 %-Konfidenzintervall für das Bias war auch weit 
und vier der 60 Proben (6 %) wurden als Ausreißer identifiziert (HIGGS et al., 
2014). Da die T4-Konzentrationen dieser Proben oberhalb der Referenzbereiche 
von ELISA und CEIA lagen, wurde angenommen, dass dies keinen Einfluss auf die 
klinische Vorgehensweise bei diesen Katzen gehabt hätte (HIGGS et al., 2014).  
Zusätzlich zur Evaluierung wurden ebenfalls eigene T4-Referenzwerte für den 
ELISA ermittelt. Dafür wurde von 27 gesunden Katzen Serum untersucht und ein 
Referenzbereich mittels der Formel (Median ± 2x SD) mit 13 – 45 nmol/l 
(1 – 5,5  µg/dl) berechnet. Die Autoren wiesen allerdings darauf hin, dass sie auch 
bei der Katze nicht die von der International Federation of Clinical Chemistry 
(IFCC) (GEFFRE et al., 2009) empfohlene minimale Anzahl von 120 Tieren zur 
Berechnung des Referenzbereichs herangezogen haben (HIGGS et al., 2014). 
Zusammenfassend gaben HIGGS und Mitarbeiter (2014) an, dass sowohl der 
ELISA als auch der CEIA auf Grund der exzellenten Korrelation ebenfalls für die 
Messung von T4 bei Katzen geeignet sind (HIGGS et al., 2014). Für den Einsatz 
zur Diagnostik der felinen Hyperthyreose sei das Gerät gut geeignet, da ein hoher 
T4-Wert zusammen mit entsprechenden klinischen Symptomen eine hinreichend 
sichere Diagnose erlaube (HIGGS et al., 2014). 
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Tabelle 3. Übersicht über die Validierungsstudien zur Bestimmung von T4 bei Hunden und Katzen mittels Enzyme-linked Immunosorbent 
Assay (ELISA) (Corp. = Form der Aktiengesellschaft im englischen Sprachraum, et al. = et alii, Inc. = Form der Aktiengesellschaft im 
englischen Sprachraum, k. A. = keine Angabe, lt. = laut, µg/dl = Mikrogramm pro Deziliter, n = Patientenanzahl, r = Korrelationskoeffizient, 
® = Registrierte Handelsmarke, s. = signifikant, T3 = Trijod-Thyronin, T4 = Gesamt-Thyroxin, TSH = Tyreoidea-stimulierendes Hormon, 
TRH = Thyrotropin-Releasing Hormon, VK = Variationskoeffizient, ø = Durchschnittlich) 
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1.4. Enzym-Immunassay 
Neben der ELISA-Technik besteht noch die Möglichkeit, T4 mittels Enzym-
Immunassay (EIA) zu bestimmen. Hierbei gibt es kein Festphasensystem, an 
welchem Detektionsantikörper gebunden sind. Es wird weiterhin enzymbeladenes 
T4 eingesetzt, welches mit dem T4 in der Probe um freie Bindungsstellen an 
spezifischen, in genau definierter Menge zur Reaktionslösung hinzugefügten Anti-
T4 Antikörpern konkurriert. Hat ein enzymbeladenes T4 an den spezifischen 
Antikörper gebunden, kann das Enzym nicht mehr aktiviert werden. Je mehr T4 
also in der Patientenprobe vorhanden ist, desto mehr Enzym kann aktiviert werden. 
Durch Zugabe eines spezifischen Substrats lässt sich anhand der Umsetzungsmenge 
die T4-Konzentration in der zu untersuchenden Probe durch Vergleich mit einer 
Standardkurve quantifizieren. Zur Herstellung der Standardkurve wird bei jedem 
Messvorgang je ein mitgelieferter Kalibrator mit niedriger und hoher Konzentration 
mitgetestet. Durch die Kombination mit einem automatisierten photometrischen 
Analysegerät kann eine Automatisierung des gesamten Messvorgangs erreicht 
werden (HORNEY et al., 1999). 
1.4.1. CEDIA® Total T4 beim Hund 
HORNEY und Mitarbeiter (1999) veröffentlichten die erste Validierungsstudie 
zum Einsatz eines EIA (CEDIA® Total T4, Boehringer Mannheim Corp., 
Indianapolis, Indiana, Vereinigte Staaten von Amerika; heute Micromedic Corp., 
Freemont, Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika) zur Bestimmung der T4-
Konzentration in caninen Serumproben. Der EIA wurde auf einem automatisierten 
Analysegerät (Hitachi 911 Automated Analyzer, Boehringer Mannheim Corp., 
Indianapolis, Indiana, Vereinigte Staaten von Amerika; heute Roche Deutschland 
Holding GmbH, Mannheim, Deutschland) durchgeführt. Das Analyseprotokoll des 
Geräts wurde dabei geändert, es wurde sowohl die Probenmenge von 10 µl auf 20 µl 
verdoppelt, als auch ein niedrigerer T4-Standard (130 nmol/l anstatt 260 nmol/l 
[10,1 µg/dl anstatt 20,2 µg/dl]) verwendet, um den erwarteten 
Konzentrationsbereichen für canines (und auch felines) T4 besser zu entsprechen 
(HORNEY et al., 1999). Als Referenzmethode diente ein validierter  RIA (Coat-A-
Count® Total T4, Diagnostic Products Corp., Los Angeles, Kalifornien, Vereinigte 
Staaten von Amerika)  (HORNEY et al., 1999). Die zu untersuchenden 
Serumproben von Hunden waren für routinemäßige Blutuntersuchungen an das 
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Labor des Atlantic Veterinary College, Charlottetown, Kanada, geschickt worden. 
Zwischen Blutentnahme und Eintreffen im Labor vergingen nie mehr als 24 h 
(HORNEY et al., 1999). Vom Labor der Michigan State University, East Lansing, 
Michigan, Vereinigte Staaten von Amerika, wurden Serumproben zur Verfügung 
gestellt, in denen bekannte Konzentrationen an T4-Autoantikörpern enthalten 
waren und deren TSH-Konzentration ebenfalls bekannt war (HORNEY et al., 
1999).  
Eine erste Vorläuferstudie wurde mit 105 caninen Serumproben durchgeführt. Die 
Korrelation zwischen RIA und EIA wurde mit r = 0,86 angegeben. Bei der 
Regressionsanalyse nach der Methode von Deming wurden signifikant positive 
Abweichungen festgestellt. Der Schnittpunkt der Regressionsgeraden zwischen 
RIA und ELISA lag bei 5,6 nmol/l (0,4 µg/dl). Als mögliche Ursache der 
Abweichungen wurden so genannte „Matrix-Effekte“ angeführt (HORNEY et al., 
1999). Nach WOOD (1991) und ECKFELDT und COPELAND (1993) werden 
darunter Einflüsse benannt, die durch Unterschiede in der Beschaffenheit der 
Serumproben einzelner Spezies hervorgerufen werden können, sei es durch 
unterschiedliche zelluläre oder Plasma-Bestandteile, durch die hinzugefügten 
Antikörper, Pufferlösungen oder die enzymmarkierten Analyte. Da die 
Standardkurve mit humanem Kontrollserum erstellt, die Untersuchung jedoch mit 
caninem Serum durchgeführt wurde, führten die Autoren für den Hund einen 
spezies-spezifischen Korrekturfaktor von 5,6 ein und wendeten diesen bei der 
Auswertung von weiteren 99 caninen Serumproben und der Bestimmung der VK 
an (HORNEY et al., 1999). Damit sollten die „Matrix-Effekte“ aufgehoben werden 
(HORNEY et al., 1999). 
Nach Anwendung des Korrekturfaktors wurde die Korrelation zwischen RIA und 
EIA mit r = 0,92 angegeben. Die Regressionsanalyse zeigte keine signifikante 
Abweichung von der Idealgeraden (y = x). Zur Bestimmung von Intra-Assay- und 
Inter-Assay-Präzision wurden sowohl kommerziell erhältliche Human-
Kontrollseren, als auch canine Poolproben verwendet. Damit wollten HORNEY 
und Mitarbeiter (1999) untersuchen, ob sich die oben genannten „Matrix-Effekte“ 
hier auch bemerkbar machten. Sowohl die Kontrollseren als auch die Poolproben 
wurden 20fach hintereinander (Intra-Assay-Präzision) und an 20 verschiedenen 
Tagen (Inter-Assay-Präzision) analysiert (HORNEY et al., 1999). Für die 
Kontrollproben wurde die Intra-Assay-Präzision mit 4,4 % und für canine 
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Poolproben mit 7,1 % berechnet. Die Inter-Assay-Präzision betrug 5,3 % für die 
Kontrollseren und 9,0 % für die caninen Poolproben (HORNEY et al., 1999). 
Dieses Ergebnis wurde hinsichtlich der „Matrix-Effekte“ nicht näher kommentiert, 
die Ergebnisse wurden insgesamt als „akzeptabel“ bezeichnet (HORNEY et al., 
1999). Die untere Nachweisgrenze von T4 in caninem Serum wurde mit 4 nmol/l 
(0,3 µg/dl) angegeben. Für die Untersuchung der Linearität des EIA wurden 
Verdünnungsreihen erstellt, einmal durch Verdünnung der Humanstandards und 
einmal durch Verdünnung einer caninen Poolprobe. Mit den Humanstandards war 
Linearität von 0 – 150 nmol/l (0 – 11,6 µg/dl) gegeben, mit der Poolprobe von 
10 – 60 nmol/l (0,9 – 4,7 µg/dl). Dieses Ergebnis wurde nicht kommentiert 
(HORNEY et al., 1999). Die Untersuchung auf Interferenzen durch Hämolyse 
wurde nach der Methode von GLICK und Mitarbeitern (1986) durchgeführt und 
ergab keine Interferenzen bei Hämoglobinkonzentrationen ≤ 20 g/L. Zur 
Untersuchung des Einflusses von Lipämie auf das T4-Ergebnis des EIA wurden 
lipämische Proben vor und nach Zentrifugation bei 10000 × g für 10 min gemessen 
und die Werte miteinander verglichen, sie wichen nicht mehr als 5 nmol/l 
(0,4 µg/dl) voneinander ab (HORNEY et al., 1999).  
Die Proben vom Hund, welche T4-Autoantikörper enthielten, wurden auf beiden 
Systemen analysiert und die erhaltenen Werte ebenfalls miteinander verglichen. Es 
zeigte sich, dass die mittels EIA bestimmten T4-Konzentrationen häufiger auf das 
Vorliegen einer Hypothyreose schließen ließen als die mittels RIA bestimmten T4-
Konzentrationen. Als Referenz wurden die TSH-Konzentrationen der 
entsprechenden Proben herangezogen, welche im Falle einer Hypothyreose erhöht 
sein sollten. In 8 von 14 Fällen (57 %) ermittelte der EIA ein, durch den TSH-Wert 
bestätigtes, richtiges Ergebnis. Im Gegensatz dazu ermittelte der RIA stets hohe T4-
Konzentrationen, wobei nur in einer von 14 Proben (7 %) der TSH-Wert auf das 
Vorliegen einer „grenzwertigen Hyperthyreose“ hinwies. Die Autoren führten 
diesen Unterschied auf die Verwendung unterschiedlicher Antikörper gegen T4 
zurück. Beim RIA kamen polyklonale Antikörper zum Einsatz, beim EIA dagegen 
monoklonale Antikörper (HORNEY et al., 1999). Daraus wurde abgeleitet, dass der 
EIA weniger anfällig für Interferenzen durch T4-Autoantikörper war (HORNEY et 
al., 1999). 
Zusätzlich wurde die Stabilität von T4 in caninen Serumproben bei 
unterschiedlicher Lagerung untersucht. Dazu wurden Poolproben bei 4°C oder 
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- 20°C für jeweils 35 Tage gelagert und die T4-Konzentration an verschiedenen 
Tagen der Lagerung erneut bestimmt. Die festgestellten Konzentrationsänderungen 
lagen unter 7 nmol/l (0,5 µg/dl) und waren damit klinisch vernachlässigbar 
(HORNEY et al., 1999).  
Abschließend wurde der EIA als präzise und akkurate Methode zur Bestimmung 
von caninem T4 bezeichnet (HORNEY et al., 1999). 
1.4.2. CEDIA® Total T4 bei der Katze 
HORNEY und Mitarbeiter (1999) analysierten auch feline Serumproben auf dem 
EIA. Eine erste Vorläuferstudie wurde mit 102 felinen Serumproben durchgeführt. 
Die Korrelation zwischen RIA und EIA wurde hier mit r = 0,97 angegeben. Bei der 
Regressionsanalyse nach der Methode von Deming (SMITH et al., 1980) wurden 
ebenfalls signifikant positive Abweichungen festgestellt. Der Schnittpunkt der 
Regressionsgeraden zwischen RIA und ELISA lag bei 19,5 nmol/l (1,5 µg/dl). Als 
mögliche Ursache der Abweichungen wurden auch hier die so genannten „Matrix-
Effekte“ angeführt (HORNEY et al., 1999). Es wurde auch für die Katze eine 
spezies-spezifischer Korrekturfaktor von 19,5 eingeführt und dieser bei der 
Auswertung von weiteren 77 felinen Serumproben und der Bestimmung der VK 
angewendet (HORNEY et al., 1999). Damit sollten ebenfalls die „Matrix-Effekte“ 
aufgehoben werden (HORNEY et al., 1999). 
Nach Anwendung des Korrekturfaktors wurde die Korrelation zwischen RIA und 
EIA mit r = 0,94 angegeben. Die Regressionsanalyse zeigte keine signifikante 
Abweichung von der Idealgeraden (y = x). Zur Bestimmung von Intra-Assay- und 
Inter-Assay-Präzision wurden neben den kommerziell erhältlichen Human-
Kontrollseren und den caninen Poolproben zusätzlich feline Poolproben verwendet. 
Für die felinen Poolproben wurde die Intra-Assay-Präzision mit 6,2 % und die Inter-
Assay-Präzision mit 8 % berechnet (HORNEY et al., 1999). Dieses Ergebnis wurde 
hinsichtlich der „Matrix-Effekte“ ebenfalls nicht näher kommentiert, die 
Ergebnisse wurden insgesamt als „akzeptabel“ bezeichnet (HORNEY et al., 1999). 
Die untere Nachweisgrenze von T4 in felinem Serum wurde mit 6 nmol/l (0,5 µg/dl) 
angegeben. Für die Untersuchung der Linearität des EIA wurden auch aus einer 
felinen Poolprobe Verdünnungsreihen erstellt. Mit der felinen Poolprobe war 
Linearität von 0 – 94 nmol/l (0 – 7,3 µg/dl) gegeben. Dieses Ergebnis wurde nicht 
kommentiert (HORNEY et al., 1999). Die Untersuchung auf Interferenzen durch 
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Hämolyse wurde nach der Methode von GLICK und Mitarbeitern (1986) 
durchgeführt und ergab auch bei felinen Proben keine Interferenzen bei 
Hämoglobinkonzentrationen ≤ 20 g/L. Ebenfalls wichen die Ergebnisse in 
lipämischen Proben vor und nach Zentrifugation nicht mehr als 5 nmol/l (0,4 µg/dl) 
voneinander ab (HORNEY et al., 1999). Die Untersuchung der Stabilität von T4 in 
felinen Serumproben bei unterschiedlicher Lagerung wurde analog zu der bei 
caninen Proben durchgeführt und kam ebenfalls zu dem Ergebnis, dass die 
festgestellten Konzentrationsänderungen klinisch vernachlässigbar waren 
(HORNEY et al., 1999).  
Abschließend wurde der EIA als präzise und akkurate Methode auch zur 
Bestimmung von felinem T4 bezeichnet (HORNEY et al., 1999). 
1.4.3. DRI® Thyroxine Assay bei der Katze 
Ein alternatives EIA-Analyse-System für T4-Bestimmungen wurde kürzlich von 
WILLIAMS und ARCHER (2016) für den Einsatz bei Katzen untersucht. Als 
Grund wurde angegeben, dass der oben beschriebene EIA (CEDIA® Total T4) 
gegenwärtig nicht verfügbar sei und es auch noch keine Validierungsstudie mit 
speziellen Referenzbereichen von erwachsenen und geriatrischen Katzen  gab 
(WILLIAMS und ARCHER, 2016). FRIEDRICHS und Mitarbeiter (2012) 
erarbeiteten einen Leitfaden zur Erstellung von neuen Referenzbereichen in der 
Tiermedizin und gaben an, dass „die demographische Situation der 
Referenzpopulation repräsentativ sein sollte hinsichtlich der Patientenpopulation, 
für welche der neue Referenzbereich etabliert wird“ (WILLIAMS und ARCHER, 
2016). Bei dem untersuchten EIA handelte es sich um den DRI® Thyroxine Assay 
(Microgenics Corp., Freemont, Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika), der 
auf einem automatisierten Analysegerät (Olypmus AU400, Beckman Coulter, High 
Wycombe, Großbritannien) durchgeführt wurde. Als Vergleichsmethoden dienten 
ein RIA (Gamma Coat M (125I) Total T4 Radioimmuoassay Kit, DiaSorin Inc., 
Stillwater, Minnesota, Vereinigte Staaten von Amerika) und ein CEIA (Immulite® 
Total T4, Siemens Medical Solutions USA Inc., Malvern, Pennsylvania, Vereinigte 
Staaten von Amerika) (WILLIAMS und ARCHER, 2016).  
Für die Studie wurden Blutproben aus mehreren verschiedenen Tierkliniken und 
Tierarztpraxen verwendet. Aus der Population der in den Tierarztpraxen 
vorgestellten Tieren (n = 134) wurden 49 Katzen, basierend auf Vorbericht und den 
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Ergebnissen einer klinischen und hämatologischen Untersuchung, als klinisch 
gesund eingestuft und deren Serumproben für die Erstellung des Referenzbereichs 
verwendet. Das mediane Alter dieser Katzen lag bei 14,8 Jahren. Sämtliche 
Serumproben standen auch für die Bestimmung von Präzision und Linearität zur 
Verfügung (WILLIAMS und ARCHER, 2016). Bei den 117 Katzen, die in den 
teilnehmenden Tierkliniken vorgestellt worden waren, wurden die T4-
Konzentration mittels RIA (36 Tiere) und CEIA (81 Tiere) bestimmt. Diese wurden 
im Rahmen der Studie erneut mittels EIA analysiert und die Ergebnisse miteinander 
verglichen. Der erneuten Analyse ging eine Lagerung bei -80°C für bis zu 
18 Monate voraus (WILLIAMS und ARCHER, 2016). 
Der Korrelationskoeffizient zwischen EIA und RIA wurde mit r = 0,95 und der 
zwischen EIA und CEIA mit r = 0,99 angegeben. Die Regressionsanalyse zwischen 
EIA und RIA sowie zwischen EIA und CEIA wurde nach der Methode von Deming  
durchgeführt. Sie zeigte, dass zwischen den Ergebnissen von EIA und RIA ein 
proportionaler, aber kein konstanter Fehler vorlag. Zwischen den Ergebnissen des 
EIA und CEIA lag sowohl ein proportionaler als auch ein konstanter Fehler vor 
(WILLIAMS und ARCHER, 2016). Die Bland-Altman Plots zeigten, dass die 
Ergebnisse von EIA und RIA um bis zu -69 % (median -21,7 %) und die Ergebnisse 
von EIA und CEIA um bis zu -112 % (median -3,6 %) voneinander abwichen, der 
EIA also oft niedrigere Ergebnisse ermittelte als RIA und CEIA (WILLIAMS und 
ARCHER, 2016). Auf Grund dieser Ergebnisse folgerten WILLIAMS und 
ARCHER (2016), dass die Referenzbereiche des RIA und der CEIA nicht auf die 
neue Methode angewendet werden konnten und ein eigener Referenzbereich für 
den EIA etabliert werden musste. 
Für die Bestimmung der Intra-Assay- und Inter-Assay-Präzision wurden 
Poolproben mit niedrigen (median 11 nmol/l [0,9 µg/dl]), normalen (median 
55 nmol/l [4,3 µg/dl]) und erhöhten (median 138 nmol/l  [10,7 µg/dl]) T4-
Konzentrationen gebildet und diese je 3fach gemessen. Die Intra-Assay- und Inter-
Assay-Präzision für die Pools mit niedrigen Konzentrationen war mit 11 bzw. 
10,5 % wesentlich höher als Intra-Assay- und Inter-Assay-Präzision für die anderen 
Pools (≤ 4,5 %) (WILLIAMS und ARCHER, 2016). Die untere Nachweisgrenze 
wurde mit 6,9 nmol/l (0,5 µg/dl) berechnet. Linearität war von 5,6 – 151 nmol/l 
(0,4 – 11,7 µg/dl) gegeben (WILLIAMS und ARCHER, 2016). Anhand der T4-
Konzentrationen der 49 als klinisch gesund eingestuften, erwachsenen Katzen 
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wurde ein Referenzbereich von 7,1 – 45,1 nmol/l (0,6 – 3,5 µg/dl)  für den EIA 
berechnet. Dieser sollte bei der Hyperthyreose-Diagnostik mittels des untersuchten 
EIA angewandt werden (WILLIAMS und ARCHER, 2016). Die Autoren 
diskutierten, dass der cut-off Wert des EIA mit 45,1 nmol/l (3,5 µg/dl) niedriger 
war als der  des RIA (65 nmol/l [5,1 µg/dl]) und des CEIA (55 nmol/l [4,3 µg/dl]). 
Sie gaben an, dass dies dem Umstand geschuldet sein könnte, dass sie nur 
45 Referenztiere zur Erstellung des Referenzbereichs verwendet hatten. Allerdings 
könne es auch sein, dass wegen der Einbeziehung vor allem älterer Katzen dieser 
Referenzbereich genauer sei als die für die anderen beiden Systeme etablierten 
Referenzbereiche (WILLIAMS und ARCHER, 2016). 
Zusammenfassend gaben die Autoren an, dass der DRI® Thyroxine Assay valide 
zur Diagnose einer Hyperthyreose bei erwachsenen und geriatrischen Katzen war, 
wenn der eigens etablierte Referenzbereich verwendet wurde (WILLIAMS und 
ARCHER, 2016). Sie stützten sich auf die Tatsache, dass die mittels RIA 
bestimmten, und als erhöht eingestuften, T4-Konzentrationen zu 86 % auch mittels 
EIA als erhöht eingestuft wurden. Die mittels CEIA bestimmten, und als erhöht 
eingestuften, T4-Konzentrationen wurden zu 100 % mittels EIA als erhöht 
eingestuft (WILLIAMS und ARCHER, 2016). 
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Tabelle 4. Übersicht über die Validierungsstudien zur Bestimmung von T4 bei Hunden und Katzen mittels Enzym-Immunassay (EIA) (Corp. 
= Form der Aktiengesellschaft im englischen Sprachraum, et al. = et alii, k. A. = keine Angabe, µg/dl = Mikrogramm pro Deziliter, n = 
Patientenanzahl, r = Korrelationskoeffizient, ® = Registrierte Handelsmarke, s. = signifikant, T3 = Trijod-Thyronin, T4 = Gesamt-Thyroxin, 
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2. Einsatz des miniVidas® Automated Analyzer in der 
Tiermedizin  
Der miniVidas® Automated Analyzer (bioMérieux, Marcy-l‘Étoile, Frankreich) 
ermöglicht die Bestimmung zahlreicher Hormone aus Serumproben. Eines davon 
ist Progesteron (P4). BRUGGER und Mitarbeiter (2011) untersuchten, ob sich die 
P4-Konzentrationen im Blut von Hündinnen mit dem Progesterontest Vidas® P4 
(bioMérieux, Marcy-l‘Étoile, Frankreich) sicher und genau bestimmen lassen. 
2.1. Progesteronbestimmung mittels Vidas® P4 bei Hunden 
BRUGGER und Mitarbeiter (2011) verwendeten in ihrer Studie Serumproben von 
27 Hündinnen, die zu Routinekontrollen in der Chirurgischen und Gynäkologischen 
Tierklinik, Ludwig-Maximilian Universität, München, Deutschland vorgestellt 
worden waren. Sieben dieser Hündinnen waren zum Zeitpunkt der Untersuchung 
läufig und es sollte der Deckzeitpunkt bestimmt werden. Bei neun Hündinnen stand 
die Geburt kurz bevor, hier sollte der Geburtszeitpunkt vorhergesagt werden 
(BRUGGER et al., 2011). Von diesen Proben wurden 15 Stück sowohl mittels 
Vidas® P4-Test als auch mit einer, für die P4-Bestimmung genutzten RIA-Methode 
nach HOFFMANN und Mitarbeitern (1973; 1992) analysiert. 
Der Korrelationskoeffizient zwischen Vidas® P4 und RIA wurde mit r = 0,99 
angegeben. Die mittlere Abweichung der absoluten Werte des Vidas® P4 von den 
Werten des RIA betrug 15 %, dabei wichen die Werte des Vidas® P4 sowohl nach 
oben als auch nach unten von den Werten des RIA ab (BRUGGER et al., 2011). 
Zur Bestimmung der Intra-Assay-Präzision wurden Probenpools mit P4-
Konzentrationen von 1,1 – 61,8 ng/ml 10fach analysiert. Die Intra-Assay-Präzision 
wurde mit ≤ 6,6 % angegeben, mit Ausnahme des Probenpools mit der niedrigsten 
Konzentration, dort betrug sie 25,4 % (BRUGGER et al., 2011). Zur Bestimmung 
der Inter-Assay-Präzision wurden Probenpools mit P4-Konzentrationen von 
15,1 – 49,1 ng/ml 10fach analysiert. Die Inter-Assay-Präzision wurde mit ≤ 3,1 % 
für alle Pools angegeben (BRUGGER et al., 2011). 
Zur Untersuchung der Einsetzbarkeit des Vidas® P4 unter klinischen 
Gesichtspunkten wurde bei den sieben läufigen Hündinnen eine 
Deckzeitpunktbestimmung durchgeführt. Bei allen sieben Hündinnen konnte ein 
Anstieg der P4-Konzentration im Blut festgestellt werden. Vier dieser Hündinnen 
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wurden zwei Tage nach dem errechneten Ovulationstermin gedeckt und drei der 
gedeckten Hündinnen wurden trächtig (BRUGGER et al., 2011). Dies werteten die 
Autoren als Beweis, dass der Zeitpunkt der Ovulation mittels P4-Bestimmung mit 
dem Vidas® P4-Test richtig bestimmt worden war (BRUGGER et al., 2011). 
Weiter wurde bei den neun trächtigen Hündinnen eine Bestimmung des 
Geburtseintritts mittels P4-Bestimmung durchgeführt. Der am Tag vor der Geburt 
auftretende, rasante Abfall der Plasma-P4-Konzentration in Blut konnte bei allen 
neun Tieren mittels Vidas® P4-Test nachgewiesen werden (BRUGGER et al., 
2011). Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass der Vidas® P4-Test, trotz der 
hohen Abweichungen bei Bestimmung der absoluten P4-Konzentrationen, aus 
klinischer Sicht für die Bestimmung von Deckzeitpunkt und Geburtstermin bei 
Hündinnen verwendet werden kann (BRUGGER et al., 2011).  
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JVDI 29:278–286 (May 2017) 
In the article entitled “Evaluation of an automated enzyme-linked fluorescent assay 
for thyroxine measurement in cat and dog sera” by Rouven Anderson, Ralf Mueller, 
Sven Reese, and Astrid Wehner, on page 284, Table 5, the information for 
hypothyroid and hyperthyroid dogs is incorrect. The corrected table is as follows: 
 
Table 5. Age and T4 range and median values for the enzyme immunoassay (EIA) and 
enzyme-linked fluorescent assay (ELFA) for the different groups in dogs. 
 
Group 
Age (y) EIA (nmol/L) ELFA (nmol/L) 
Range Median Range Median Range Median 
Healthy 1–11 6 15.4–41.2 25.7 12.6–53.4 24.4 
NTI 5–12 7.5 9.0–23.2 14 6.1–31.4 14.1 
Hypothyroid       
Untreated 2–10 4 7.7–7.7 7.7 6.0–15.2 9.9 















* NTI = non–thyroidal illness.  
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Supplemental Table 
Table: Test principles and evaluation methods used in T4 measurement studies 
published for dogs and cats. 
Test principle  Test considered 
validated (yes/no) 
Evaluation method 





analysis, t-test  






















analysis, T4 change 
if stimulated 
ELISA§ no coefficient of 
variation, difference 




















rate, T4 change if 
stimulated 





recovery rate, T4 
change when 
stimulated 






*chemiluminescent enzyme immunoassay, †chemiluminescent immunoassay, 
‡enzyme immunoassay, §enzyme-linked immunosorbent assay, ¦fluorescent 
enzyme immunoassay, #radioimmunoassay
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IV. DISKUSSION 
Die Bestimmung der T4-Konzentration im Blut von Hunden und Katzen hat sich 
als erster Labortest etabliert, wenn auf Grund von Anamnese und klinischer 
Untersuchung der Verdacht auf eine Unter- oder Überfunktion der Schilddrüse 
vorliegt. Heute gibt es viele verschiedene Möglichkeiten, die T4-Konzentration im 
Blut zu quantifizieren. Die meisten der dazu verwendeten Geräte und Testkits 
wurden für die Humanmedizin entwickelt. Vor einem Einsatz dieser Testverfahren 
in der Tiermedizin sollten sie für die zu untersuchende Tierart validiert werden 
(REIMERS et al., 1981; MONTI, 2014). Mit dem Aufkommen von enzymbasierten 
Testmethoden (ELISA, EIA) konnten kleine Geräte zur In-House Diagnostik 
entwickelt werden, die eine Bestimmung der T4-Konzentration innerhalb kürzester 
Zeit und vor Ort ermöglichen (LARSSON und LUMSDEN, 1980; JENSEN et al., 
1992; LURYE et al., 2002; HIGGS et al., 2014). Da Hormonmessungen eine 
wichtige Rolle bei der Diagnosestellung von Endokrinopathien spielen, muss auch 
eine In-House Methode verlässliche und richtige Ergebnisse ermitteln (LURYE et 
al., 2002). Wie bei fast allen Testverfahren zur Messung von Gesamt-Thyroxin 
wurden auch die meisten In-House Geräte für den Einsatz in der Humanmedizin 
konzipiert. Sollen diese bei einer anderen Spezies eingesetzt werden, müssen sie 
vorher für jede Spezies validiert werden (REIMERS et al., 1981). Bislang wurden 
diese     In-House Methoden jedoch als nicht oder wenig valide zur Bestimmung 
von caninem und felinem T4 getestet (LARSSON und LUMSDEN, 1980; LURYE 
et al., 2002). Ziel dieser Studie war es daher, einen ELFA als In-House Methode 
zur Bestimmung von caninem und felinem T4 zu validieren und Referenzbereiche 
für diesen Test zu etablieren. Bei der Validierung einer neuen Methode müssen 
deren Präzision und Richtigkeit bestimmt werden. Präzision ist dabei die 
Übereinstimmung zweier oder mehrerer Messergebnisse unter festen Bedingungen. 
Je dichter die Messergebnisse beieinander liegen, desto höher ist die Präzision der 
Methode. Dies allein sagt aber noch nicht aus, dass die Messergebnisse auch richtig 
sind. Die Richtigkeit ist ein Maß für die Übereinstimmung eines Messergebnisses 
mit einem anerkannten Referenzergebnis. Je höher Präzision und Richtigkeit sind, 
desto genauer stimmt das Messergebnis mit dem wahren Wert der Messgröße 
überein.  
Um die Präzision einer Messmethode zu bestimmen, werden im Allgemeinen 
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Wiederholungsmessungen mit Aliquots derselben Probe durchgeführt und der VK 
berechnet. Dabei kann zwischen einem VK der Wiederholung und einem VK der 
Reproduzierbarkeit unterschieden werden (JENSEN und KJELGAARD-
HANSEN, 2006). Der VK der Wiederholung wird auch Intra-Assay-Präzision 
genannt. Er wird durch die Wiederholung der Messung einer Probe unter 
identischen Bedingungen innerhalb eines kurzen Zeitintervalls bestimmt. Der VK 
der Reproduzierbarkeit wird auch Inter-Assay-Präzision genannt und durch 
Wiederholung der Messung einer Probe unter unterschiedlichen Bedingungen 
(anderes Labor, anderer Bediener, längeres Zeitintervall) bestimmt (JENSEN und 
KJELGAARD-HANSEN, 2006). Für die Bestimmung des VK einer quantitativen 
Messmethode können Proben verwendet werden, in denen sich die Konzentration 
des gesuchten Analyts in der Nähe eines Grenzwerts befindet, bei dessen Über- 
oder Unterschreitung die Patienten unter klinischen Gesichtspunkten 
unterschiedlichen Gruppen zugeordnet werden (JENSEN und KJELGAARD-
HANSEN, 2006). Als Grenzwert kann bspw. der untere und obere Referenzbereich 
verwendet werden (JENSEN und KJELGAARD-HANSEN, 2006). Alternativ 
können verschiedene Einzel- oder Poolproben verwendet werden, in denen 
Analytkonzentrationen aus dem unteren, mittleren und oberen Referenzbereich 
enthalten sind (JENSEN und KJELGAARD-HANSEN, 2006). In der vorliegenden 
Studie wurden von jeweils einem Hund und einer Katze 15 ml Blut entnommen und 
das daraus gewonnene Serum in Aliquots von 200 µl aufgeteilt. Aus dem Serum 
des Hundes konnten 29 und aus dem Serum der Katze 30 Aliquots gebildet werden. 
Zur Bestimmung der Intra-Assay-Präzision wurden für Hund und Katze jeweils 
zehn Aliquots mittels ELFA und jeweils fünf Aliquots mittels EIA analysiert. Zur 
Bestimmung der Inter-Assay-Präzision wurden für den Hund neun und für die 
Katze zehn Aliquots mittels ELFA sowie jeweils fünf Aliquots mittels EIA 
analysiert. Auf die Bildung von Probenpools wurde verzichtet, da es noch keine 
Studien zur Verteilung der Blutbestandteile in gepoolten Proben gibt und daher 
nicht ausgeschlossen werden kann, dass eine etwaige ungleiche Verteilung 
derselben den VK fälschlicherweise erhöht. Die im Rahmen der Bestimmung von 
Intra-Assay-Präzision ermittelten VK betragen für den EIA 6,0 % beim Hund und 
7,5 % bei der Katze. Für den ELFA lauten sie 5,8 % für den Hund und 3,4 % für 
die Katze. Diese VK sind deutlich unter 10 % und können daher als sehr gut 
angesehen werden. Die im Rahmen der Bestimmung von Inter-Assay-Präzision 
berechneten VK sind für den EIA 9,5 % beim Hund und 15,7 % bei der Katze. Für 
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den ELFA wurden 5,8 % für den Hund und 2,4 % für die Katze ermittelt. Die VK 
des ELFA sind ebenfalls deutlich unter 10 % und werden daher als sehr gut 
bewertet. Nur der Wert für die Inter-Assay-Präzision des EIA (15,7 %) war 
oberhalb des empfohlenen Grenzwertes von 15 %. Für RIA-Methoden lagen die 
meisten in der Literatur berichteten VK unter 10 %. Eine Ausnahme stellten 
einzelne VK in der Studie von REIMERS und Mitarbeitern (1981) dar, in der ein 
Intra-Assay-VK von 16,4 % für nicht näher definierte „niedrige“ T4-
Konzentrationen bestimmt wurde. Auch in der Studie von KEMPPAINEN und 
BIRCHFIELD (2006) wurden vereinzelte VK von über 10 % für eine RIA-Methode 
berichtet. Bei Untersuchung von Probenpools mit einer T4-Konzentration unter 
1,5 µg/dl  wurde der Intra-Assay-VK mit 13 % und der Inter-Assay-VK mit 21 % 
ermittelt (KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Für ELISA-Methoden wurde 
von LARSSON und LUMSDEN (1980) ein VK von 12 bis über 60 % berechnet, 
LURYE und Mitarbeiter (2002) ermittelten einen Intra-Assay-CV von 18 %. Bei 
JENSEN und Mitarbeitern (1992) waren alle VK unterhalb von 13 %. Für EIA-
Methoden waren die berichteten VK unterhalb (HORNEY et al., 1999) oder knapp 
oberhalb (WILLIAMS und ARCHER, 2016) von 10 %. Die höchsten 
Abweichungen wurden für CIA und CEIA-Systeme von SINGH und Mitarbeitern 
(1997) mit bis zu über 30 % berichtet. KEMPPAINEN und BIRCHFIELD (2006) 
hingegen veröffentlichten für ein CEIA-System durchweg VK von unter 10 %. 
Dieser Diskrepanz könnte eine eventuelle Veränderung des Tests zwischen 1999 
und 2016 zu Grunde liegen. In der vorliegenden Studie kommt als Erklärung für 
den etwas höheren Inter-Assay-VK der Katze folgendes in Betracht: die Proben 
wurden zur Analyse mittels EIA an ein externes Labor verschickt und nicht, wie 
beim ELFA, vor Ort gemessen. Allerdings vergingen laut Labor zwischen 
Probengewinnung und Eintreffen im Labor nicht mehr als 48 h. Für bis zu fünf Tage 
ist die Stabilität von T4 auch bei Raumtemperatur (22 – 26°C) nachgewiesen 
worden (BEHREND et al., 1998). Da es sich um die Bestimmung der Inter-Assay-
Präzision handelte, waren die dafür verwendeten Aliquots bei -20°C gelagert und 
an unterschiedlichen Tagen aufgetaut worden. Die Bestimmung der Inter-Assay-
Präzision wurde in einem Zeitraum von 20 Tagen durchgeführt. Für einen Zeitraum 
von bis zu drei Monaten ist die Stabilität von T4 bei -20°C ebenfalls bereits 
nachgewiesen worden (REIMERS et al., 1982; REIMERS et al., 1983; BEHREND 
et al., 1998). Mit Ausnahme von REIMERS und Mitarbeitern (1981), 
KEMPPAINEN und SARTIN (1984), PETERSON und Mitarbeitern (1994; 1997) 
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sowie KEMPPAINEN und BIRCHFIELD (2006) berichteten die Autoren der oben 
beschriebenen Studien von einer Lagerung der Proben bei -18°C bis -80°C für einen 
Zeitraum von 7 Tagen bis zu 18 Monaten (LARSSON und LUMSDEN, 1980; 
HORNEY et al., 1999; LURYE et al., 2002; HIGGS et al., 2014; WILLIAMS und 
ARCHER, 2016). Sie diskutierten, dass die erfolgte Lagerung möglicherweise 
einen Einfluss auf die T4-Konzentration gehabt haben könnte, gaben jedoch an, 
dass entsprechende Untersuchungen von REIMERS und Mitarbeitern (1982; 1983) 
sowie BEHREND und Mitarbeitern (1998) eine Stabilität von T4 unter diesen 
Lagerungsbedingungen ergeben hatten (LARSSON und LUMSDEN, 1980; 
HORNEY et al., 1999; LURYE et al., 2002; HIGGS et al., 2014; WILLIAMS und 
ARCHER, 2016). Dadurch wird eine Änderung der T4-Konzentration durch die 
Lagerung unwahrscheinlich. HORNEY und Mitarbeiter (1999) führten eigene 
Untersuchungen zur Stabilität von T4 bei unterschiedlich langer Lagerung durch 
und stellten fest, dass sich die T4-Konzentration der Proben auch bei Lagerung über 
34 Tage bei -20°C nicht signifikant verändert hatte (HORNEY et al., 1999). SINGH 
und Mitarbeiter (1997) lagerten die Proben bei -70°C für einen unbekannten 
Zeitraum. Sollte dieser länger als 3 Monate betragen haben, ließen sich die hohen 
VK in ihrer Studie eventuell damit erklären. Eine Lagerung länger als drei Monate 
war nach bisherigem Kenntnisstand noch nicht Gegenstand einer 
wissenschaftlichen Studie.  
In der Literatur wurden verschiedene Probenpools mit niedrigen, mittleren und 
hohen T4-Konzentrationen, abhängig vom jeweiligen Untersuchungsintervall, 
untersucht. Dabei war auffällig, dass bei der Mehrheit der Studien der VK am 
höchsten bei Analyse der Serumpools mit niedrigen T4-Konzentrationen war. 
Besonders deutlich wurde dies bei LARSSON und Mitarbeiter (1980), sie hatten 
mit einem VK von 60 % für den niedrigen Pool die höchsten Abweichungen 
verzeichnet. REIMERS und Mitarbeiter (1981) gaben den VK für den niedrigen 
Pool mit 16,4 % und für den mittleren und hohen Pool mit 4,0 % an. Ebenfalls 
starke Abweichungen waren bei KEMPPAINEN und BIRCHFIELD (2006) zu 
sehen: der VK für den niedrigen Pool betrug 21 % und für den mittleren und hohen 
Pool < 9 %. Ein Problem stellt hier dar, dass mit Ausnahme von KEMPPAINEN 
und BIRCHFIELD (2006) niemand die absoluten Konzentrationsbereiche dieser 
Probenpools angegeben hatte. Es bleibt also unklar, in welchem Bereich genau die 
Messmethoden einen solch hohen VK aufwiesen, da die Bezeichnung „niedriger 
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Konzentrationsbereich“ hier eher subjektiv zu bewerten ist. In der vorliegenden 
Studie betrug die T4-Konzentration der Hundeprobe 1,7 µg/dl und für die 
Katzenprobe 2,4 µg/dl. Diese T4-Konzentrationen wären dem „normalen“ 
Konzentrationsbereich der für beide Tiere etablierten Referenzbereiche 
zuzuordnen. Damit wurde der Empfehlung von JENSEN und KJELGAARD-
HANSEN (2006) nicht vollständig nachgekommen. Sie hatten die Verwendung von 
Proben mit Analytkonzentrationen am unteren und am oberen Referenzbereich des 
jeweiligen Analyts empfohlen (JENSEN und KJELGAARD-HANSEN, 2006). Für 
die vorliegende Studie standen keine Tiere zur Verfügung, deren T4-Werte im 
Grenzbereich der jeweiligen Referenzbereiche gelegen hätten und denen eine 
ausreichende Menge an Blut hätte entnommen werden können, um mindestens 
20 Wiederholungsmessungen durchzuführen. Die Blutproben wurden von einem 
gesunden Hund und einer gesunden Katze entnommen. Dadurch waren die 
ermittelten T4-Konzentrationen im „normalen“ Bereich. Es ist nicht 
auszuschließen, dass bei T4-Konzentrationen unter 1,0 µg/dl ein noch höherer VK 
für den ELFA ermittelt worden wäre. Er hätte allerdings bei sehr hohen T4-
Konzentrationen auch niedriger ausfallen können. 
Die Bestimmung der Richtigkeit wurde in der vorliegenden Studie zunächst mit 
einem Methodenvergleich durchgeführt. Am Einfachsten fällt die Bestimmung der 
Richtigkeit, wenn es bereits einen Test gibt, der als Referenzmethode oder 
Goldstandard gilt, und der dann bei der Durchführung eines Methodenvergleichs 
verwendet wird. Dies ist bspw. bei der Bestimmung des Blutglukosespiegels mittels 
Hexokinasemethode (PASSEY et al., 1977; BURRIN und PRICE, 1985) der Fall. 
Die Ergebnisse der neuen Methode können direkt mit den Ergebnissen der 
Referenzmethode verglichen werden. Für die Bestimmung der T4-Konzentration 
im Blut wurde der RIA oft als Goldstandard bezeichnet (GERBER et al., 1994; 
SINGH et al., 1997; LURYE et al., 2002; PETERSON, 2006). Im Gegensatz dazu 
stehen die Ergebnisse der Europäischen Gesellschaft für Veterinärmedizinische 
Endokrinologie (European Society of Veterinary Endocrinology, ESVE). Sie rief 
ein europäisches Qualitätssicherungs-Schema (European Veterinary Endocrine 
Quality Assurance Scheme, EVE-QAS) ins Leben. Teilnehmende Labors können 
hierbei Proben, die von der Gesellschaft verschickt werden, auf deren 
Hormongehalt untersuchen und erhalten Rückmeldungen zu den von ihnen 
bestimmten Ergebnissen. Sämtliche Proben werden gefriergetrocknet und an die 
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teilnehmenden Labors versendet; diese sollen die Proben noch am Tag des 
Eintreffens mit den von ihnen angewandten Analysemethoden untersuchen. Ihre 
Ergebnisse melden die Labors – zusammen mit Daten zu der von ihnen 
angewandten Messmethode – in anonymisierter Form an die ESVE. Diese wertet 
die Ergebnisse aller teilnehmenden Labore vergleichend aus und veröffentlicht sie 
auf ihrer Homepage (http://www.esve-payments.org/esve/eve-qas/default.aspx, 
aufgerufen am 29.01.2017). Die bislang veröffentlichten Ergebnisse zeigen, dass 
die Ergebnisse bei fast allen Hormontests nicht nur zwischen den einzelnen 
Messmethoden, sondern auch innerhalb der gleichen Messmethode variieren. Die, 
zum Zeitpunkt der Entstehung dieser Arbeit, aktuellsten Ergebnisse von November 
2015 zeigen, dass für die T4-Konzentration in der verschickten Probe Werte von 
12,2 – 35,3 nmol/l (1 – 2,7 µg/dl) bestimmt wurden. Da alle Labors einen Teil 
derselben Probe zur Analyse erhalten haben, würde man auch das jeweils gleiche 
Ergebnis erwarten. Wendet man diese Messwerte bei einem Hund an, würde sich 
bei Vorliegen der unteren Werte der hochgradige Verdacht auf eine Hypothyreose 
ergeben. Bei Erhalt von Werten im oberen Bereich wäre hingegen eine 
Hypothyreose zwar möglich, aber nicht ganz so wahrscheinlich. Die meisten 
Labore ermittelten eine T4-Konzentration von 18,8 – 25,4 nmol/l (1,5 – 2,0 µg/dl), 
das entspricht einer Abweichung von bis zu 25 %. Der Variationskoeffizient 
zwischen allen teilnehmenden Laboren und den von ihnen eingesetzten 
Messmethoden liegt bei 19,8 %. Diese Zahlen liegen oberhalb der Grenze von 15 %, 
die in gängigen Leitfäden zur Qualitätsanforderungen bei Bioanalysen ausgegeben 
wird. Ähnliche Ergebnisse wurden auch bei anderen Hormonuntersuchungen, wie 
bspw. Insulin, erzielt. Diese Ergebnisse zeigen, dass man bei der Durchführung von 
Hormonanalysen keine absolute Übereinstimmung der Messergebnisse 
verschiedener Messmethoden erwarten kann. 
Eine Gruppe von Wissenschaftlern erarbeitete einen Leitfaden, anhand welchem 
ein Methodenvergleich in der klinischen Labormedizin durchgeführt werden sollte 
(JENSEN und KJELGAARD-HANSEN, 2006; MONTI, 2014). Es handelt sich bei 
diesem Leitfaden um die so genannte STARD (Standards for Reporting of 
Diagnostic Accuracy) Initiative (BOSSUYT et al., 2003). Basierend auf diesem 
Leitfaden wurden die statistischen Untersuchungen für die vorliegende Studie 
ausgewählt. 
Zunächst wurde, wie in der überwiegenden Mehrheit früherer Vergleichsstudien, 
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die Korrelation zwischen ELFA und EIA bestimmt. Die Korrelation sollte dabei 
aber nicht als Maß der Übereinstimmung, sondern als Maß der Assoziierung 
verwendet werden (ALTMAN und BLAND, 1983; BLAND und ALTMAN, 2003). 
Eine hohe Korrelation der Werte garantiert nicht notwendigerweise auch eine gute 
Übereinstimmung (ALTMAN und BLAND, 1983; BLAND und ALTMAN, 2003). 
Der Korrelationskoeffizient sollte vielmehr einen Hinweis darauf geben, ob 
weiterführende statistische Analysen mittels linearer Regression sinnvoll sind 
(JENSEN und KJELGAARD-HANSEN, 2006). Wenn die Ergebnisse der beiden 
Methoden keine gute Korrelation aufweisen, kann bereits von einer schlechten 
Übereinstimmung ausgegangen werden (JENSEN und KJELGAARD-HANSEN, 
2006). Dies war bei den in dieser Studie ermittelten, signifikanten 
Korrelationskoeffizienten nach Pearson von r = 0,58 bei Hunden und r = 0,84 bei 
Katzen nicht der Fall.  
Die Anwendung der Regressionsanalyse nach PASSING und BABLOK 
(PASSING und BABLOK, 1983) wird bei klinischen  Methodenvergleichen  als 
sinnvoll erachtet, da sowohl für die X- als auch die Y-Variable Messfehler auftreten 
können und keine Annahme zum Auftreten von Messfehlern bei normalverteilten 
Daten getroffen wird (PASSING und BABLOK, 1984; BABLOK et al., 1988). 
Zudem wird sie nicht durch das Vorliegen von Extremwerten (Ausreißern) 
beeinflusst (PASSING und BABLOK, 1983; BABLOK et al., 1988; LUDBROOK, 
2010).  In einer weiteren Studie wird die Verwendung der Passing-Bablok-
Regression bei einem Korrelationskoeffizienten von unter 0,975 empfohlen 
(JENSEN und KJELGAARD-HANSEN, 2006). Allerdings sind mindestens 
50 Probensets erforderlich, um eine verlässliche Analyse zu erlauben 
(LUDBROOK, 2010), was in der vorliegenden Studie mit 126 Hunde- und 
121 Katzenproben der Fall war. Dieser Regressionsanalyse geht eine Überprüfung 
der Linearität mittels CUSUM Test voraus. In der vorliegenden Studie konnten 
weder beim Hund noch bei der Katze signifikante Abweichungen von der Linearität 
festgestellt werden.  Die Regressionsanalyse zeigte nur für den Hund das Vorliegen 
eines konstanten Fehlers des ELFA, da das 95 %-Konfidenzintervall  der Steigung 
(0,79 – 0,95) nicht den Wert 1 umfasste. Auch ein proportionaler Fehler lag nur 
beim Hund für den ELFA vor, da das 95 %-Konfidenzintervall   des Schnittpunkts 
der Regressionsgeraden mit der y-Achse (0,61 – 4,25) nicht den Wert 0 umfasste. 
Dies war bereits ein erster Anhaltspunkt dafür, dass ELFA und EIA beim Hund 
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nicht untereinander austauschbar verwendet werden können (JENSEN und 
KJELGAARD-HANSEN, 2006). 
In einer früheren Studie wurden wegen des Vorliegens konstanter Fehler 
Korrekturfaktoren eingeführt und auf die nachfolgenden Messergebnisse bei 
Hunden und Katzen angewendet (HORNEY et al., 1999). Dadurch verbesserten 
sich Korrelationskoeffizient und die Steigung der Regressionsgeraden. Die 
Übereinstimmung der Methoden wurde in der Studie anhand dieser beiden Faktoren 
als gut gewertet (HORNEY et al., 1999). Ein Bland-Altman Plot wäre hier 
sicherlich hilfreich gewesen, die Übereinstimmung der Methoden genauer zu 
untersuchen, da eine hohe Korrelation, wie bereits ausgeführt, nicht 
gleichbedeutend mit einer guten Übereinstimmung ist (JENSEN und 
KJELGAARD-HANSEN, 2006). Eine Regressionsanalyse allein ist auch nicht 
immer aussagekräftig genug, wenn es um die Übereinstimmung zweier 
Messmethoden geht und keine dieser Methoden als Goldstandard angesehen wird 
(JENSEN und KJELGAARD-HANSEN, 2006). Die Regression versucht dann, den 
ermittelten Wert von Y anhand des ermittelten Wertes von X vorherzusagen. Der 
ermittelte Wert ist aber nicht immer gleich dem wahren Wert, und Messfehler beim 
Wert X führen somit ebenfalls zu einem Fehler beim Wert Y, ohne dass dies bei der 
Regressionsanalyse als fehlerhaft auffallen würde (BLAND und ALTMAN, 2003). 
In früheren Studien zu Validierung oder Methodenvergleich von Messmethoden 
zur T4-Wertbestimmung bei Hunden und Katzen wurde meistens eine einfache 
lineare Regressionsanalyse gewählt (LARSSON und LUMSDEN, 1980; SINGH et 
al., 1997; LURYE et al., 2002; KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 2006). Dieser 
Ansatz setzt allerdings voraus, dass die  Vergleichsmethode frei von Messfehlern 
ist und die Messfehler der neuen Methode normalverteilt sind (JENSEN und 
KJELGAARD-HANSEN, 2006; LUDBROOK, 2010). Die Autoren der genannten 
Studien gaben alle den RIA als Referenz- oder Standardmethode an und gingen 
deshalb vermutlich davon aus, dass die mittels RIA bestimmten T4-
Konzentrationen nicht fehlerbehaftet seien. Somit erschloss sich für sie kein Grund, 
eine andere Regressionsanalyse zu verwenden. Heute wird von einer Verwendung 
der einfachen linearen Regression für Methodenvergleiche in der Bioanalytik 
abgeraten, da die wenigsten Messmethoden frei von Fehlern sind oder die 
Messfehler nicht immer normalverteilt sind (JENSEN und KJELGAARD-
HANSEN, 2006; LUDBROOK, 2010).  
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Die Regressionsanalyse nach Deming wurde ebenfalls in vorherigen, neueren 
Studien verwendet (HORNEY et al., 1999; HIGGS et al., 2014; WILLIAMS und 
ARCHER, 2016). Wie auch bei der Passing-Bablok Regression wird für beide 
Variablen X und Y eine Fehlerbehaftung akzeptiert. Diese hat keinen Einfluss auf 
die Analyse. Im Gegensatz zur Passing-Bablok Regression wird die Deming-
Regression von Extremwerten beeinflusst (JENSEN und KJELGAARD-HANSEN, 
2006; LUDBROOK, 2010). In der vorliegenden Studie wurde bereits bei der 
Betrachtung der Rohdaten deutlich, dass es einzelne Extremwerte gibt. Um diese 
nicht von der statistischen Analyse ausschließen zu müssen, wurde die Passing-
Bablok-Regression gewählt. 
Die lineare Regressionsanalyse allein ist, wie oben bereits beschrieben, zur 
Durchführung eines Methodenvergleichs allerdings nicht immer geeignet (BLAND 
und ALTMAN, 2003; JENSEN und KJELGAARD-HANSEN, 2006). In der 
vorliegenden Studie wurden daher zusätzlich Bland-Altman Plots angefertigt. 
Diese zeigen die Grenzen an, innerhalb welcher sich die Messergebnisse von 95 % 
aller Proben befinden würden, die mit einer Methode bestimmt werden (ALTMAN 
und BLAND, 1983; BLAND und ALTMAN, 1986; 2003). Diese Grenzen sind die 
so genannten „Limits of Agreement“. Sie werden anhand der SD beider 
Messmethoden ermittelt (ALTMAN und BLAND, 1983; BLAND und ALTMAN, 
1986; 2003). Bei Betrachtung der Grenzen unter klinischen Gesichtspunkten kann 
nun eine Einschätzung dahingehend erfolgen, ob diese Abweichungen klinisch 
akzeptabel sind. In der vorliegenden Studie wurde die Differenz der Messwerte von 
EIA und ELFA gegen den Mittelwert der Messwerte aufgetragen. Dieses Vorgehen 
wird empfohlen, wenn keine der beiden Messmethoden als Goldstandard erachtet 
wird (JENSEN und KJELGAARD-HANSEN, 2006).  
Um in der vorliegenden Studie eine bessere Einordnung der Abweichungen zu 
ermöglichen, wurden die Ergebnisse in Prozent angegeben. Für die Bestimmung 
der T4-Konzentration bei Hunden wurde kein signifikantes Bias zwischen ELFA 
und EIA festgestellt. Das 95 %-Konfidenzintervall lag allerdings mit Werten von  
- 71,6 – 74,4 %   in einem klinisch inakzeptablen Bereich. Für die Bestimmung der 
T4-Konzentrationen bei Katzen wurde ebenfalls kein signifikantes Bias zwischen 
ELFA und EIA festgestellt, allerdings lag das 95 %-Konfidenzintervall 
(- 81,5  –  58,7 %) wie beim Hund im klinisch inakzeptablen Bereich. Somit konnten 
ELFA und EIA nicht untereinander austauschbar verwendet werden. Zu ähnlichen 
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Ergebnissen kamen die Autoren von vier früheren Studien, in denen bereits 
Testmethoden zur Bestimmung von T4-Konzentrationen bei Hund und Katze 
verglichen wurden (LURYE et al., 2002; KEMPPAINEN und BIRCHFIELD, 
2006; HIGGS et al., 2014; WILLIAMS und ARCHER, 2016). In keinem Fall waren 
die 95 %-Konfidenzintervalle für sie klinisch akzeptabel. Bei den anderen 
Validierungsstudien wurden keine Bland-Altman Plots angefertigt. 
Wenn beim Vergleich zweier Messmethoden deutlich wird, dass sie nicht 
untereinander austauschbar verwendet werden können, und die neue Messmethode 
soll dennoch angewendet werden, so muss für die neue Methode ein eigener 
Referenzbereich etabliert werden (JENSEN und KJELGAARD-HANSEN, 2006; 
MONTI, 2014). Ein Leitfaden dazu wurde vom „Clinical Laboratory Standards 
Institute“ (CLSI) herausgegeben (WAYNE, 2008; GEFFRE et al., 2009; 
FRIEDRICHS et al., 2012). Es handelt sich dabei um die 95-Perzentil-Methode für 
nicht-parametrische Daten (WAYNE, 2008). Im Wesentlichen werden darin drei 
verschiedene Möglichkeiten der Referenzbereichs-Erstellung aufgezeigt: die De-
Novo-Erstellung von Referenzbereichen, die Übertragung eines Referenzbereichs 
einer Methode auf eine andere (neue) Methode und die Validierung von bereits 
etablierten Referenzbereichen. Die De-Novo-Erstellung von Referenzbereichen 
stellt dabei die bevorzugte Methode dar (WAYNE, 2008; GEFFRE et al., 2009; 
FRIEDRICHS et al., 2012). Für die Etablierung eines Referenzbereichs ist eine 
Population „gesunder“ Individuen in ausreichender Zahl nötig. Bis heute gibt es 
allerdings keine allgemein gültige Definition von „gesund“, weder im Human-, 
noch im Veterinärbereich (GEFFRE et al., 2009). Für die Veterinärmedizin wurde 
daher die Evaluierung von Vorgeschichte und klinischer Untersuchung als 
minimale Information definiert (FRIEDRICHS et al., 2012). Als Anhaltspunkt für 
eine ausreichend große Referenzpopulation werden 120 Individuen genannt 
(WAYNE, 2008; GEFFRE et al., 2009; FRIEDRICHS et al., 2012). Wenn nicht 
genügend Individuen zur Verfügung stehen, kann auch eine robuste Methode zur 
Berechnung des Referenzbereichs verwendet werden, wenngleich die Autoren des 
Leitfadens „zögern, dieses Vorgehen mit weniger als 80 Individuen zu empfehlen“ 
(WAYNE, 2008). In der vorliegenden Studie standen 121 gesunde Hunde für die 
Erstellung des Referenzbereichs des ELFA zur Verfügung. Bei der Katze konnte 
nur auf 81 gesunde Tiere zurückgegriffen werden, daher wurde hier eine robuste 
Methode zur Berechnung des Referenzbereichs gewählt. Das mediane Alter der 
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untersuchten Hunde betrug 4 Jahre und das der Katzen 11 Jahre.  Damit wurde der 
Forderung nachgekommen, die Referenzpopulation „gemäß der demografischen  
Patientenpopulation, auf welche die Methode angewendet wird“ (FRIEDRICHS et 
al., 2012) auszuwählen. Die in dieser Studie berechneten Referenzbereiche des 
ELFA sind etwas enger als die vom Labor verwendeten Referenzbereiche für den 
EIA. In dieser Studie wurde kein eigener Referenzbereich für den EIA etabliert. Die 
vom Labor verwendete Referenzpopulation ist unbekannt. PETERSON und 
Mitarbeiter (1997) etablierten ebenfalls Referenzbereiche für das von ihnen 
untersuchte RIA-System. Sie konnten dabei auf 150 gesunde Hunde mit einem 
medianen Alter von 5 Jahren zurückgreifen (PETERSON et al., 1997).  HIGGS und 
Mitarbeiter (2014) etablierten Referenzbereiche für Hunde und Katzen für das von 
ihnen untersuchte FEIA-System. Allerdings konnten sie nur auf eine 
Referenzpopulation von 66 Hunden und 27 Katzen zurückgreifen (HIGGS et al., 
2014). Sie verwendeten zwar eine robuste Methode zur Berechnung, jedoch ist nach 
dem CLSI-Leitfaden fraglich, ob diese Berechnung Gültigkeit besitzt. Der 
Hersteller des FEIA hatte allerdings bereits Referenzbereiche für Hunde 
(1,0 – 4,0 µg/dl) und Katzen (0,7 – 4,3 µg/dl) angegeben und diese unterschieden 
sich nur geringfügig von den berechneten Referenzbereichen des Hundes 
(0,9 – 3,5 µg/dl) und etwas stärker von denen der Katze (1,0 – 3,5 µg/dl) (HIGGS 
et al., 2014). WILLIAMS und Mitarbeiter (2016) etablierten einen Referenzbereich 
speziell für ältere Katzen mit einem medianen Alter von 14,5 Jahren.  Sie konnten 
ebenfalls nur auf eine geringe Anzahl von 49 Referenztieren zurückgreifen, 
wodurch die Gültigkeit des berechneten Referenzbereichs ebenfalls in Frage 
gestellt wird (WILLIAMS und ARCHER, 2016). Generell muss daran erinnert 
werden, dass für jedes Gerät, auch wenn es ein bereits etabliertes Analyseprinzip 
(bspw. EIA) verwendet, ein eigenständiger Referenzbereich etabliert werden sollte 
(WAYNE, 2008). 
Da die Bland-Altman Plots in der vorliegenden Studie keine untereinander 
unabhängige Verwendung der beiden Messmethoden erlaubten und es, wie bereits 
dargelegt, keinen Goldstandard zur Messung von Gesamt-T4 bei Hund und Katze 
gibt, wurde eine eigenständige Validierung des ELFA durchgeführt. Da bei der 
Evaluierung einer Methode die klinische Signifikanz der Richtigkeit der Methode 
am wichtigsten ist (CLARKE et al., 1987), wurden die untersuchten Tiere anhand 
ihrer klinischen Präsentation und den Daten zur Krankheitsvorgeschichte, weiteren 
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durchgeführten Untersuchungen (v.a. Blutuntersuchungen und weiteren 
Hormontests wie endogenes TSH und oder freies T4) und ggf. anhand des 
Ansprechens auf die eingeleitete Therapie als Patienten eingestuft, bei denen 
entweder erniedrigte, normale oder erhöhte T4-Konzentrationen erwartet wurden.  
Für den ELFA wurden die in dieser Studie erstellten Referenzwerte verwendet. Für 
den EIA wurden die vom Labor erstellten Referenzbereiche (1,0 – 4,0 µg/dl beim 
Hund und 1,0 – 4,8 µg/dl bei der Katze) verwendet. Es wurde dann untersucht, wie 
häufig die beiden Methoden ELFA und EIA ein Ergebnis erzielten, welches dieser 
klinischen Einschätzung entsprach. Hierbei wurde also untersucht, ob beide 
Testmethoden einen gewissen T4-Wertebereich (normal, erniedrigt, erhöht) 
erfassen. Beim Hund konnten anhand der o.g. Daten bei 50 von 176 Tieren eine 
Vorhersage des T4-Wertes getroffen werden. Die Tiere wurden folgenden Gruppen 
zugeordnet: gesunde Tiere (normaler T4-Wert), Tiere mit NTI (normaler oder 
erniedrigter T4-Bereich), behandelte und gut eingestellte (normaler bis leicht 
erhöhter T4-Bereich) und nicht behandelte hypothyreote Tiere (erniedrigter T4-
Wert), sowie iatrogen hyperthyreote (erhöhter T4-Wert) Tiere. Die bestimmten T4-
Konzentrationen mittels EIA stimmten in 100 % aller Fälle mit den erwarteten T4-
Konzentrationsbereichen überein, die mittels ELFA bestimmten T4-Konzen-
trationen in 94 % der Fälle. Bei der Katze konnte bei 75 von 122 Tieren eine 
Vorhersage des T4-Wertes getroffen werden. Bei diesen Tieren wurde zwischen 
gesunden Tieren (normaler T4-Wert) und Tieren mit NTI (normaler bis leicht 
erniedrigter T4-Bereich) sowie Tieren mit behandelter (normaler bis leicht 
erniedrigter T4-Bereich) oder unbehandelter (erhöhter T4-Wert) Hyperthyreose 
unterschieden. Die bestimmten T4-Konzentrationen mittels EIA stimmten hier in 
97 % der Fälle überein und mittels ELFA in 92 % der Fälle. Daraus kann gefolgert 
werden, dass aus klinischer Sicht sowohl EIA als auch ELFA für die Bestimmung 
von T4 bei Hunden und Katzen geeignet sind, da beide Tests > 90 % der Patienten 
richtig zuordnen konnten.  
Bei den anderen Patienten dieser Studie war eine retrospektive Einschätzung 
bezüglich des zu erwartenden T4-Wertes nicht mit hinreichender Sicherheit 
möglich, da entweder keine weiteren Hormonanalysen zur Bestimmung der 
Schilddrüsenfunktion (endogenes TSH und oder freiem T4 (gemessen mit der 
Equilibriumsdialyse)) durchgeführt worden waren, die Tiere unter weiteren 
Erkrankungen litten oder keine Daten zu Kontrolluntersuchungen vorlagen.  
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Eine solch ausführliche Einschätzung des klinischen-labordiagnostischen Status 
der untersuchten Tiere ist bisher in keiner der bisher veröffentlichten 
Validierungsstudien für die Messung von caninem oder felinem T4 durchgeführt 
worden. Eine weitere Studie, in der mit einem klinischen Score gearbeitet wurde, 
war die von PETERSON und Mitarbeitern (1997). Sie hatten bei 54 der 258 in der 
Studie untersuchten Hunden auf Basis von klinischen Symptomen, routinemäßig 
durchgeführten Laboruntersuchungen, TSH-Stimulationstests, Ausschluss von NTI 
und gutem Ansprechen auf Substitutionstherapie mit L-Thyroxin eine 
Hypothyreose diagnostiziert (PETERSON et al., 1997). Die Ergebnisse des von 
ihnen verwendeten RIA stimmten in 85 % der Fälle mit der Zuordnung eines 
hypothyreoten oder euthyreoten Zustandes überein (PETERSON et al., 1997). 
Einige Autoren verwendeten einen TSH-Stimulationstest, um einen klinisch-
labordiagnostischen Aspekt zur Validierung in ihre Auswertung einzubetten. So 
führten LARSSON und LUMSDEN (1980), REIMERS und Mitarbeiter (1981) 
sowie SINGH und Mitarbeiter (1997) diesen Test bei – zuvor als gesund 
definierten – Tieren durch. JENSEN und Mitarbeiter (1992) verwendeten einen 
TRH-Stimulationstest. Bei allen Tieren konnte ein signifikanter Anstieg der T4-
Konzentration nach Stimulation mittels der verwendeten Messsysteme 
nachgewiesen werden. Dies wurde einheitlich als zusätzlicher Beweis dafür 
angesehen, dass das jeweils untersuchte Messsystem für die untersuchte Tierart 
eingesetzt werden kann (LARSSON und LUMSDEN, 1980; REIMERS et al., 1981; 
JENSEN et al., 1992; SINGH et al., 1997). Bei als gesund definierten Katzen 
wurden ein T3-Suppressionstest (SINGH et al., 1997) oder eine Thyreoidektomie 
(REIMERS et al., 1981) durchgeführt. In beiden Studien konnte ein Abfall der T4-
Konzentration nachgewiesen werden, was auch hier als weiterer Beweis für die 
klinische Nutzbarkeit der Messsysteme gewertet wurde (REIMERS et al., 1981; 
SINGH et al., 1997). Diese Argumentation ist jedoch nicht sehr akkurat. Die 
Tatsache, dass mit einem Messsystem der Anstieg oder der Abfall eines zu 
untersuchenden Analyten gemessen werden kann, sagt nichts über die Richtigkeit 
der Methode an sich aus. Die bestimmten T4-Konzentrationen können für sich 
genommen trotzdem, auch aus klinisch-labordiagnostischer Sicht, inakkurat sein. 
Hinzu kommt, dass in den genannten Studien kein klinischer Status der 
untersuchten Tiere und auch keine weiteren labordiagnostischen Untersuchungen 
genannt werden, die die Richtigkeit der ermittelten Werte unterstreichen würde. 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der ELFA, durchgeführt mit dem Vidas® 
T4 Test und analysiert auf dem miniVidas® Automated Analyzer, aufgrund seiner 
guten Werte für Präzision und Richtigkeit, für die Bestimmung von T4 im Serum 
von Hunden und Katzen eingesetzt werden kann. Die In-house Methode liefert 
innerhalb von 45 Minuten ein Ergebnis und bietet dadurch dem Tierarzt den Vorteil, 
eine Einschätzung oder sogar Diagnose während des Praxisbesuches zu stellen und 
mit dem Besitzer zu besprechen. Der Zeitaufwand zum Verschicken einer 
Blutprobe und für ein Besitzertelefonat zum Durchgeben der Befunde entfällt.  
Die bestimmten VK für den ELFA waren mit unter 10 % sehr gut. Die 
Abweichungen der Messergebnisse von ELFA und einem validierten EIA lassen 
keine untereinander austauschbare Verwendung der Systeme zu. Für den ELFA 
wurden eigene Referenzbereiche für die Bestimmung der T4-Konzentration bei 
Hund und Katze bestimmt. Diese sind ähnlich zu den für den EIA berichteten 
Referenzbereichen. Anhand einer klinisch-labordiagnostischen Einschätzung von 
50 Hunden und 75 Katzen wurde der zu erwartende T4-Wert dieser Tiere als 
erniedrigt, normal oder erhöht eingestuft. Dann wurde überprüft, wie häufig EIA 
und ELFA eine T4-Konzentration ermittelten, die mit der erwarteten T4-
Konzentration übereinstimmte. Die Ergebnisse des ELFA stimmten bei 92 % der 
Katzen und 94 % der Hunde mit dem erwarteten Wert überein. Die Ergebnisse des 
EIA stimmten bei 97 % der Katzen und bei 100 % der Hunde mit dem erwarteten 
Wert überein. 
V. Zusammenfassung  76 
V.   ZUSAMMENFASSUNG 
Als erster diagnostischer Schritt zur Abklärung einer Schilddrüsenfunktionsstörung 
hat sich die Bestimmung des Gesamt-Thyroxins (T4) etabliert. Die Bestimmung 
des Gesamt-T4 wird beim Hund meistens zum Ausschluss einer Hypothyreose oder 
zur Therapiekontrolle bei Substitution mit Schilddrüsenhormonen verwendet. Bei 
Katzen reicht die Feststellung einer erhöhten T4-Konzentration zur Diagnose einer 
Hyperthyreose aus, wenn ein entsprechender klinischer Verdacht besteht. Ziel 
dieser Studie war es, einen enzyme-linked fluorescence assay (enzymgebundenen 
Fluoreszenz-Assay, ELFA) zur Bestimmung von caninem und felinem T4 als In-
house-Methode prospektiv zu evaluieren. Die neue Methode wurde mit einem 
etablierten enzyme immunoassay (Enzym-Immunassay, EIA) verglichen. Da bisher 
mehrere Methoden zur Messung von caninem und felinem T4 validiert wurden und 
es keinen Goldstandard gibt, wurden die Ergebnisse beider Nachweismethoden in 
einem zweiten Schritt mit einer klinisch-labordiagnostischen Einschätzung der 
Schilddrüsenfunktion bestehend aus den Daten der Vorgeschichte, klinischen 
Untersuchung, den Ergebnissen weiterer labordiagnostischer Parameter und 
Hormonwerten sowie dem Ansprechen auf eine Therapie der untersuchten Tiere 
überprüft. Hierfür wurden Referenzbereiche für die neue Methode etabliert. 
Für den Methodenvergleich wurden Serumproben von 176 Hunden und 122 Katzen 
mittels EIA und ELFA analysiert. Eine klinisch-labordiagnostische Einschätzung 
der Schilddrüsenfunktion konnte bei 50 Hunden und 75 Katzen getroffen werden. 
Zur Erstellung der Referenzbereiche konnten Serumproben von weiteren 121 
gesunden Hunden und 81 gesunden Katzen untersucht werden. Für die Bestimmung 
der Präzision wurden Mehrfachmessungen auf beiden Systemen durchgeführt und 
der VK berechnet. Die Korrelation der Messwerte des EIA und des ELFA wurde 
nach der Methode von Pearson bestimmt. Mittels CUSUM Test wurden die Daten 
auf Linearität überprüft, und mittels Regressionsanalyse nach Passing-Bablok und 
der Erstellung von Bland-Altman Plots die Übereinstimmung der beiden 
Messmethoden untersucht. 
Die Intra-Assay- und Inter-Assay-Präzision betrug bei Katzenseren 3,4 % und 
2,4 % für den ELFA sowie 7,5 % und 15,7 % für den EIA. Bei Hundeseren lagen 
sowohl Intra-Assay- als auch Inter-Assay-Präzision bei < 9,5 % für ELFA und EIA. 
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Die Korrelationskoeffizienten waren r = 0,58 beim Hund und r = 0,84 bei der Katze. 
Der CUSUM Test zeigte keine signifikanten Abweichungen von der Linearität. Die 
Regressionsanalyse nach Passing-Bablok zeigte, dass beide Methoden nicht 
untereinander austauschbar verwendet werden konnten. Dies wurde durch die 
Bland-Altman Plots bestätigt. Das mittlere Bias lag zwar nur bei 1,4 für Hunde und 
-11,4 für Katzen, jedoch waren die 95 % Übereinstimmungsgrenzen mit 
- 71,6 – 74,4 % bei Hunden und -81,5 – 58,7 % bei Katzen sehr weit und klinisch 
damit nicht akzeptabel. Daher wurde eine klinisch-labordiagnostische Validierung 
des ELFA nach Etablierung von Referenzbereichen angeschlossen. Die 
Referenzbereiche wurden nach der 95-Perzentil-Methode für nicht-parametrische 
Daten errechnet und lauten für den ELFA 10,1 – 42,9 nmol/l (0,8 – 3,3 µg/dl) bei 
Hunden und 13,3 – 49,5 nmol/l (1,0 – 3,8 µg/dl) bei Katzen. Bei der Überprüfung 
der Messergebnisse mit der zuvor genannten klinisch-labordiagnostischen 
Einschätzung, bei der untersucht wurde, ob die Testsysteme erniedrigte, normale 
oder erhöhte T4-Konzentrationen richtig erfassen, stimmten die Ergebnisse  beim 
Hund in 100 % (EIA) bzw. 94 % (ELFA) der Fälle überein, bei der Katze in 97 % 
(EIA) bzw. 92 % (ELFA) der Fälle. 
Somit kann der ELFA, durchgeführt mit dem Vidas® T4 Test und analysiert auf 
dem miniVidas® Automated Analyzer, als In-house-Methode für die Bestimmung 
von T4 im Serum von Hunden und Katzen eingesetzt werden. 
VI. Summary  78 
VI. SUMMARY 
Measurement of baseline total thyroxine (T4) concentration has become a valuable 
tool for the initial evaluation of thyroid function. In cats suspected of being 
hyperthyroid, an increased T4 concentration confirms the diagnosis if appropriate 
clinical signs are present. In dogs, T4 measurement is most often used to exclude a 
diagnosis of hypothyroidism or to assess the treatment response to thyroxine 
replacement therapy. The aim of this study was to evaluate an enzyme-linked 
fluorescence assay (ELFA) method for the in-house measurement of T4 
concentrations in feline and canine serum. It was compared to an established EIA 
method that had been validated previously.  
Various methods for measurement of canine and feline T4 have been validated. As 
there is no “gold standard” available, the accuracy of the EIA and ELFA methods 
was evaluated by assessing if the measured T4 concentration would identify the 
expected T4 range (low, normal, or elevated) of patients, based on history, clinical 
presentation, other laboratory and endocrine parameters, and response to therapy. 
For this purpose, reference intervals (RI) were established for the ELFA method. 
For the method comparison study, the T4 concentration in sera of 122 cats and 
176 dogs was determined by both the ELFA and EIA method. Upon examination 
of patient records it was possible to predict the T4 range (low, normal, elevated) in 
50 dogs and 75 cats. It was then assessed if the T4 values measured with the ELFA 
would match the expected T4 range in these animals. An additional 81 healthy cats 
and 121 healthy dogs were available for calculation of a RI. The coefficient of 
variation (CV) was calculated from multiple measurements of cat and dog sera with 
both methods. Pearson’s correlation coefficient was calculated and CUSUM Test 
for linearity was performed. Concordance of both methods was assessed by 
Passing-Bablok regression analysis and the construction of Bland-Altman Plots. 
The CV for intra-assay and inter-assay in cats were 3.4% and 2.4% for the ELFA 
and 7.5% and 15.7% for the EIA, respectively. In dogs, both the CV for intra-assay 
and inter-assay were < 9.5% for ELFA und EIA, respectively. Correlation 
coefficients were r = 0.84 in cats and r = 0.58 in dogs. The CUSUM Test showed 
no significant deviations from linearity. Passing-Bablok regression showed that 
both methods cannot be used interchangeably. This was further supported by 
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construction of Bland-Altman Plots. The mean bias was -11.4 in cats and 1.4 in 
dogs. However, the 95% limits of agreement were -81.5 – 58.7% in cats and 
- 71.6 – 74.4% in dogs. This was clinically not acceptable. Thus a full validation of 
the EFLA method was performed. The RI was calculated by the 95% nonparametric 
ranking method. It was 13.3 – 49.5 nmol/l (1.0 – 3.8 µg/dl) for cats and 
10.1 – 42.9 nmol/l (0.8 – 3.3 µg/dl) for dogs.  
When assessing if the measured T4 concentration would identify the expected T4 
range of patients, concordant results were obtained in 97% (EIA) and 92% (ELFA) 
of cats, and in 100% (EIA) and 94% (ELFA) of dogs, respectively. 
Overall, the ELFA method, performed with the Vidas® T4 Test and analyzed on 
the miniVidas® Automated Analyzer, can be used as an in-house method for the 
determination of T4 in canine and feline sera.
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